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En su forma más común, la idea de progreso 
se ha referido, desde los griegos, al avance del 
conocimiento y, más especialmente, al tipo de 
conocimiento práctico contenido en las artes y 
las ciencias. Pero la idea de progreso se ha 
aplicado también al logro de lo que los 
primitivos cristianos llamaban el paraíso 
terrenal: un estado de tal exaltación espiritual 
que la liberación del hombre de todas las 
compulsiones físicas que lo atormentan se 
torna completa. A nuestro entender, la 
perspectiva del progreso es usada, 
especialmente en el mundo moderno, para 
sustentar la esperanza en un futuro 
caracterizado por la libertad, la igualdad y la 
justicia individuales. Pero observamos 
también que la idea de progreso ha servido 
para afirmar la conveniencia y la necesidad del 
absolutismo político, la superioridad racial y el 
estado totalitario. En suma, casi no hay límite 
para las metas y propósitos que los 
hombres se han fijado a lo largo de la 
historia para asegurar el progreso de la 
humanidad.
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El objetivo del presente estudio fue determinar las diferencias en la calidad seminal,  
la actividad de las enzimas antioxidantes, la expresión de bandas de proteínas, y 
las interacciones con la calidad seminal en tres tipos raciales ovinos, considerando 
el efecto de las variables ambientales, a través del índice  de temperatura humedad 
– ITH, bajo condiciones de Trópico Alto Colombiano. Se realizaron seis colectas 
consecutivas a intervalos de una semana, a 13 machos adultos (4 -Criollos,  4 -
Romney Marsh y  5 –Hampshire). La calidad seminal y los parámetros de 
cinemática espermática se evaluaron con la ayuda de un Sistema Computarizado 
de Análisis Seminal (IVOS; Hamilton Thorne Research, Beverly, MA); la actividad 
de las enzimas antioxidantes Superóxido Dismutasa (SOD), Glutatión Peroxidasa 
(GPx) y Glutatión Reductasa (GR) fueron medidas en ensayos de 
espectrofotometría; la separación de las proteínas del plasma se realizó mediante 
doble centrifugación a 1200Xg durante 15 minutos en una micro-centrifuga 
(Hermle), bajo condiciones de refrigeración. El sobrenadante fue sometido a 
cuantificación de proteína con el método colorimétrico de Bradford, y a separación 
mediante electroforesis por el método descrito por Leammil (1970). Las variables 
ambientales consideradas fueron temperatura máxima y humedad para la 
construcción de un Índice de Temperatura-Humedad (ITH). Se ejecutó un análisis 
de covarianza para determinar las diferencias entre individuos dentro de raza y 
entre razas, teniendo en cuenta el ITH obtenido como covariable. Se observan 
diferencias en las variables de calidad seminal (volumen, motilidad total y 
progresiva, concentración y vitalidad) entre individuos dentro de razas (P<0,05) y 
entre razas (P<0,05). Para las variables de morfología espermática (cola doblada 
(BT), cola enrollada (CT), gota citoplasmática distal (PDC), y proximal (DCD)), no 
se presenta diferencias entre individuos dentro de raza, pero si diferencias entre 
razas (P<0,05); probablemente lo anterior esté relacionado a la habilidad de 
fertilizar de cada raza, especialmente para Criollos y Hampshire, quienes presentan 
valores superiores de normalidad espermática. La actividad de las enzimas 
antioxidantes no presenta diferencias estadísticas (P>0,05) entre individuos dentro 
de razas y entre razas. La raza criolla presenta correlación negativa para 
concentración, ALH y VAP con la enzima GR, mientras que la raza Romney Marsh 
presenta correlación negativa para LIN, STR, VSL y VAP, y correlación positiva  
para BT y CT con GR. En la raza Hampshire, no se presentó correlaciones con las 
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enzimas. El ITH afecta (P<0,05) la concentración espermática, la amplitud del 
movimiento lateral de la cabeza (ALH) y oscilación (WOB) espermático, como 
medidas cinemáticas. Se evidencio la actividad antioxidante en el plasma seminal 
de los tres tipos raciales ovinos bajo condiciones de Trópico Alto Colombiano, y su 
efecto protector está asociado a los parámetros de calidad seminal. Se observó 
que existen diferencias individuales en los parámetros de calidad seminal en las 
razas introducidas como Hampshire y Romney Marsh, mientras que la raza Criolla 
presenta mayor homogeneidad entre sus individuos, explicando el potencial fértil 
de los machos de la raza.  El análisis SDS-PAGE evidencia la presencia de 32 
bandas de proteína con pesos moleculares entre 9 kDa y 334 kDa. Se presentan 
diferencias (P<0,05) entre razas para 4 bandas de proteína de 43 kDa; 25 kDa; 22 
kDa; 20 kDa, donde la raza Criolla presento la menor concentración relativa para 
las 4 proteínas. El efecto del ambiente se evidencio en las bandas de proteínas de  
103; 88; 79; 68; 58; 52; 31; 27; 25; 24; 22 y 18 kDa. Se presentan 24 correlaciones 
entre las variables de calidad seminal y  las bandas de proteína en las tres razas. 
Se sugiere hacer estudios de identificación específica de las proteínas para poder 
resaltar la función de estas sobre las células espermáticas y la calidad seminal.  
Palabras claves: Ovinos, Trópico Alto Colombiano, Enzimas Antioxidantes, 
Espermatozoides, Cinemática, Calidad Seminal, Bandas de Proteína 
Abstract: 
The aim of this study was to determine the differences in semen quality, the activity 
of antioxidant enzymes, the expression of band protein and their relationship with 
seminal quiality in three racial types sheep, considering the effect of environmental 
variables under conditions  High Colombian Tropic. Six consecutive collections at 
weekly intervals, 13 adult males (4 -Creole, 4- Romney  and 5 -Hampshire) were 
performed. Semen quality and sperm kinematic parameters were evaluated with the 
aid of a computerized semen analysis (IVOS; Hamilton Thorne Research, Beverly, 
MA); the activity of antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), glutathione 
peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) was measured 
spectrophotometry assays; The supernatant was subjected to quantification of 
protein by the colorimetric method of Bradford, and separation by electrophoresis 
with the method described by Leammil (1970). Environmental variables considering 
were maximum temperature and humidity for the construction of a temperature-
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humidity index (THI). A covariance analysis was executed to determine differences 
between individuals within breeds and between breeds, considering the ITH 
obtained as a covariate. Differences in semen quality parameters (volume, total and 
progressive motility, concentration and vitality) between individuals within breeds 
(P<0.05) and between breeds (P<0.05) was observed. For parameters of sperm 
morphology (proximal bent tail (BT), coiled tail (CT), Proximal citoplasmatic droplet 
(PCD), and  distal cytoplasmic droplet (DCD)), no differences between individuals 
within breed show, but whether differences between breeds (P<0.05), probably 
related to the ability to fertilize each breed, especially for Creole and Hampshire, 
those with higher values of normal sperm. The activity of antioxidant enzymes no 
statistical difference (P>0.05) among individuals within breeds and between breeds. 
Creole presents negative correlation between concentration, ALH and VAP with the 
enzyme GR, while Romney Marsh has a negative correlation for LIN, STR, VSL and 
VAP, and positive correlation for BT and CT with GR. The Hampshire, no 
correlations with enzymes was presented. The ITH affected (P<0.05) sperm 
concentration, the amplitude of lateral head movement (ALH) and wobbed (WOB) 
spermatic, as cinematics measures. It evidence that antioxidant activity in seminal 
plasma of the three racial types sheep under conditions of High-Colombian Tropic, 
and its protective effect is associated with semen quality parameters. It was also 
noted that there are individual differences in semen quality parameters in races 
introduced as Hampshire and Romney Marsh, while the Creole has greater 
homogeneity among individuals, probably explaining the potential fertile males of 
the breed. SDS-PAGE analysis showed the presence of 32 protein bands with 
molecular weights between 334 kDa and 9 kDa. Differences (P<0.05) between 
breeds in  4 protein bands of 43 kDa; 25 kDa; 22 kDa; 20 kDa, were presented, 
where the Creole showed the lowest relative concentration for the 4 proteins. The 
effect of the environment was evident in the protein bands 103; 88; 79; 68; 58; 52; 
31; 27; 25; 24; 22 and 18 kDa. 24 correlations between variables of seminal quality 
and the protein bands in the three breeds are presented. It is suggested that studies 
identifying proteins to highlight the role of these on sperm cells and semen quality. 
Key Words: Rams, Colombian High Tropic, seminal quality, Antioxidant Enzyme, 






La producción ovina en Colombia, ha ganado mayor importancia en los últimos 
años, incrementando el número de animales sacrificados para producción de carne 
en un 43% comparando el 2013 y 2015 (19.523, y 32.582 cabezas según reportes 
del DANE, 2016). Parte de la población ovina del país se ubica en condiciones de 
Trópico Alto Colombiano, con el uso de razas de lana, siendo la mitad de la 
población es de origen nativo, mientras que otra parte de la población ha sido 
adaptada de sus ancestros introducidos en los sistemas productivos hace más de 
seis décadas. 
La eficiencia reproductiva de los ovinos ha sido poco estudiada en condiciones 
tropicales, donde el desempeño de esta especie puede variar dependiendo de la 
raza y del medio en el que se encuentre.  En el Centro de Investigación, Desarrollo 
Tecnológico y Extensión Ovina, de la Universidad Nacional de Colombia - CIDTEO, 
establecido en el año 2011, bajo condiciones de Trópico Alto Colombiano, se han 
adelantado trabajos de evaluación de la fertilidad in-vivo de cuatro razas ovinas de 
lana (Criolla, Romney Marsh, Hampshire, Corriedale con porcentajes de fertilidad 
de 93.75, 75.89, 84.56, 70.25 %, Respectivamente), donde se ha observado que el 
potencial fértil del grupo racial Criollo es significativamente superior comparado con 
las razas introducidas.  
Aunque la fertilidad no es un factor determinado exclusivamente por el macho, el 
proceso de fertilización in vivo es un proceso complejo. El gameto masculino, 
requiere de una serie eventos que inician en el momento de la eyaculación y 
culminan con la penetración del gameto femenino.  Para la fusión de gametos es 
necesario que ocurra la capacitación del espermatozoide, seguido por la reacción 
acrosómica, la penetración de la zona pelúcida y la unión de las membranas 
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(Lessard et al, 2011), mecanismos y eventos moleculares que son ampliamente 
estudiados. 
La predicción de la calidad espermática (potencial fértil), es extremadamente 
importante para el manejo eficiente de la reproducción. La evaluación de la calidad 
seminal y las pruebas de laboratorio, toman en cuenta la valoración de parámetros 
relevantes para la fertilización, que permiten generar un método más sensible para 
la predicción de la fertilidad (Roncoletta et al, 2005). La compleja fisiología de los 
espermatozoides y la consecuente dificultad de predecir su capacidad fértil, influye 
en el desarrollo y uso de pruebas predictivas basadas en la función espermática 
(Favareto et al, 2010).  
El estado reproductivo es evaluado mediante un proceso estándar, que otorga la 
aprobación satisfactoria de un macho, pero estos métodos de evaluación permiten 
apreciar la capacidad física y la morfología espermática, dejando de lado aquellos 
aspectos importantes relacionados con las células y eventos moleculares, que no 
son identificados (Lessard et al, 2011); en este sentido la inclusión de análisis 
computarizados para la evaluación de la motilidad, implementación de tinciones 
fluorescentes que hacen pruebas del estado acrosomal, porcentaje de células en 
estado de capacitación, competitividad en la unión al oocito, la actividad 
mitocondrial, estabilidad de la cromatinay pruebas de fragmentacion (Bou Khalil et 
al, 2006; Silva & Gadella, 2006; Casao et al, 2010; Guthrie & Welch, 2012), han 
permitido ajustar los análisis con mayor confiabilidad en los resultados. En la 
actualidad se han dado mayor importancia a otras pruebas como la evaluación del 
estrés oxidativo y perfil proteico del semen ya que se ha observado la gran relación 
de estos con la calidad del eyaculado (Plessis et al, 2011; Casao et al, 2010b) 
Las células espermáticas son altamente especializadas (Ollero et al, 1997), en tal 
razón se ha llevado a proponer la participación de macromoléculas como enzimas, 
proteínas, carbohidratos y lípidos propios de las células espermáticas y 
provenientes del plasma seminal, que cumplen funciones en los procesos celulares 
para adquisición de la capacidad fertilizante, relacionados directamente a la 
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reorganización molecular que se lleva a cabo en la membrana para adquirir la 
capacitación (Bou Khalil et al, 2006; Casao et al, 2010; Bernardinia et al, 2011; 
Aitken et al, 2013). A su vez, las enzimas y proteínas del eyaculado actúan en el 
metabolismo energético y activación celular de los espermatozoides, y están 
altamente relacionadas con la fertilidad (D’amours et al, 2010; Lessard et al, 2011) 
Al plasma seminal se le atribuyen funciones de transporte del espermatozoide y 
provee los componentes necesarios para adquirir la capacidad fertilizante, por lo 
que es blanco de estudio de diferentes investigadores enfocados en la interacción 
del conjunto de proteínas y las complejas formaciones proteicas de la membrana 
espermática (Dhanju et al, 2001; Manjunath & Theren, 2002; Lesserre et al, 2003).  
Un factor crítico en la fisiología espermática que es ampliamente estudiado es la 
participación de especies reactivas de oxigeno (ROS) en los procesos de de 
capacitación, reacción acrosómica y unión de membranas celulares (Nunes da 
silva, 2006; Lamirande & O´Flaherty, 2008). El plasma seminal está compuesto de 
enzimas antioxidantes como la Superóxido Dismutasa (SOD), Glutatión Peroxidasa 
(GPx), Glutatión Reductasa (GR) y Catalasas (CAT), que tienen como función 
controlar excesos y desbalances en la producción de ROS de las células (Sreejith 
et al, 2006; Martí et al, 2008; Chandra et al, 2012). Dicho desbalance es conocido 
como estrés oxidativo, desencadenante de  procesos que disminuyen la calidad del 
eyaculado. Otra molécula de importancia relacionada a la actividad antioxidantes 
es la Melatonina, que se ha comprobado que tiene la capacidad de interactuar con 
la célula espermática e incrementar la tasa de fertilidad in-vitro de los 
espermatozoides ovinos (Casao et al, 2010a), adicionalmente regula la actividad 
de las enzimas antioxidantes anteriormente nombradas (Casao et al, 2010b; Li et 
al, 2012). 
Por otro lado, algunas  de las proteínas contenidas en el plasma seminal de los 
mamíferos, se unen a la célula espermática basados en su afinidad con los lípidos, 
provocando una reconfiguración en la estructura de la superficie espermática. En 
semen ovino se determinó la presencia de proteínas específicas del plasma 
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seminal que se adhieren al espermatozoide durante la eyaculación y que están 
relacionadas con efectos de protección y reversión del daño en procesos de 
criopreservación, y son llamadas RSVP14 y RSPV20 (Cardozo et al, 2006; 
Fernández et al, 2006). 
Con base a lo anteriormente expuesto, el presente trabajo tiene como objetivo 
evidenciar los cambios en las enzimas antioxidantes asociadas a las razas ovinas 
de interés económico presentes en el Centro de Investigación, Desarrollo 
Tecnológico y Extensión Ovina (CIDTEO), y establecer la relación con las variables 
de calidad seminal y cinemática espermática. Esto con el fin de determinar la 
participación de dichas moléculas en la mayor capacidad fertilizante de la raza 
criolla comparado con la razas introducidas. Adicional, se busca contribuir al 
conocimiento base del funcionamiento fisiológico de las células espermáticas 
ovinas bajo condiciones de Trópico Alto Colombiano.  
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1. Capitulo 1: Revisión de Literatura 
 El Espermatozoide Mamífero 
El espermatozoide es el producto final del proceso de diferenciación celular de las 
espermatogonias, que toma lugar  específicamente en la red de túbulos seminíferos 
de las gónadas masculinas. En el proceso de formación del espermatozoide, el 
citoplasma libera “cuerpos residuales” que contienen ribosomas y otros organelos 
como el retículo endoplasmático, lisosomas y peroxisomas, asumiendo una  
perdida  en la expresión de proteínas y en el transporte vesicular, dando origen a 
una célula altamente diferenciada en estructura y función. La mayoría de los 
espermatozoides mamíferos poseen características substancialmente diferentes 
en tamaño, forma y longitud de la cabeza, y composición del flagelo (Eddy, 2006). 
La forma de la cabeza y el componente flagelar, determinan la velocidad y forma 
del movimiento espermático, influyendo en la capacidad de fertilizar.  
Figura 1-1: Estructura y partes del espermatozoide mamífero  
 
El tamaño del espermatozoide ovino es de 60 µm 
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La cabeza del espermatozoide está compuesta por el acrosoma y el núcleo. El 
acrosoma es una vesícula exocitótica que se forma durante la fase de 
diferenciación en la espermiogénesis y contiene las enzimas necesarias para la 
penetración de la zona pelúcida durante la fertilización (Flesch et al, 2000; Gerton, 
2002; Eddy, 2006). El material del acrosoma, está compuesto principalmente por 
Hialuronidasa y Acrosina, presente únicamente en el espermatozoide (Eddy, 2006), 
y son enzimas que participan en la depolimerización del cumulus oophorus y 
penetración de la zona pelúcida respectivamente (Eddy, 2006; Olivera et al, 2006).  
 
El núcleo contiene el material genético paterno para la fertilización, es altamente 
condensado, por acción de las Protaminas, posee un contenido cromosomal 
haploide, y su ADN es totalmente inactivo (Curry & Watson, 1995; Eddy, 2006). 
Durante la fertilización, el núcleo sufre drásticos cambios para lograr la liberación 
del pronúcleo masculino, como son la perdida de la envoltura nuclear, la separación 
del núcleo de la lámina espermática, reducción de los puentes disulfuro en las 
Protaminas y descondensación de la cromatina (Collas & Poccia, 1998). 
  
En el flajelo se encuentra la parte motora y la reserva energética para el 
movimiento. El flagelo del espermatozoide esta compuesto por 4 piezas: la pieza 
de conexión o cuello, la pieza media, la pieza principal y la pieza terminal (Eddy, 
2006). Todas estas estructuras están conectadas entre sí y su perfecto 
funcionamiento va a depender de su ensamblaje durante la espermiogénesis. En 
la pieza media se encuentran las mitocondrias encargadas de proveer la mayor 
cantidad de energía en forma de Adenosina Trifosfáto (ATP), para la activación del 
movimiento a través de la vía de la fosforilación oxidativa (Turner, 2003; Eddy, 
2006). En la pieza principal, la vía de producción de ATP se da por enzimas 
glicolíticas, siendo una vía poco eficiente pero es la principal vía de adquisición de 
energía para la motilidad (Howard, 2009). 
 
La función de la pieza principal es mediada por  anclaje de proteínas implicadas en 
la transducción de señales para la maduración, motilidad, capacitación, 
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hiperactivación de la motilidad y reacción acrosómica, así como enzimas 
implicadas en la producción de energía (Glicolíticas) para el desarrollo de la 
hipermotilidad, facilitando la penetración de la zona pelúcida (Eddy, 2006). 
 
Hay dos tipos de motilidad, una motilidad que se reconoce como motilidad activa y 
una motilidad hiperactiva, que es evidente cuando se acerca al encuentro con el 
oocito. En la activación de la motilidad, el movimiento del flagelo es simétrico, tiene 
poca amplitud de onda y genera un movimiento relativamente recto, facilitando el 
recorrido  en medios no viscosos del tracto genital femenino. La hiperactivación de 
la motilidad, tiene un aumento en la amplitud de los batidos de la cola, siendo más 
vigoroso para  el desprendimiento del espermatozoide desde el epitelio oviductal 
(Gil et al, 2008; Mortimer, 2000).  
 Membrana Espermática 
Debido a la limitada actividad biosintetica del espermatozoide, su funcionalidad se 
encuentra vinculada a la composición molecular de la membrana plasmática, 
encargada de rodear y proteger la célula. La superficie espermática  contribuye a 
la flexibilidad que necesita la célula para la adaptación a diferentes ambientes, 
especialmente para los cambios que ocurren durante el transito epididimal 
(maduración celular), la capacitación en el tracto reproductivo de la hembra y 
finalmente el proceso de fertilización (Martínez y Morros, 1996), concurriendo en 
procesos de reorganización y modificación de las moléculas de la superficie 
espermatica, necesarios para que se realice la unión del espermatozoide a la matriz 
extracelular del oocito. Las sustancias responsables de estos cambios son los 
lípidos, los cuales tienen una composición característica en la membrana, que 
contribuye a la formación de dominios celulares involucrando la organización y 
ubicación de las proteínas (Flesch M. et al., 2000).  
 
La membrana espermática exhibe claramente la formación de dominios  definidos 
en la cabeza, pieza media y cola. Sin embargo, la  heterogeneidad de los dominios 
de la cabeza se relaciona a las propiedades de difusión lateral que tienen los lípidos 
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y las proteínas, ubicadas en regiones específicas de la superficie (Gadella, 2008). 
La composición lipídica de los espermatozoides mamíferos tiene una considerable 
variación entre especies, afectado las características  y resistencia a diferentes 
procesos, especialmente los involucrados con la temperatura. En general están 
compuestos por fosfolípidos, lípidos neutros y glicolípidos como seminolípidos 
(Flesch M. et al., 2000).  
 
Los fosfolípidos, representan aproximadamente un 70% de la composición de la 
membrana, y en general en la capa externa de la membrana se encuentran lípidos 
como la Esfingomielina, Fosfatidilcolina, Lisofosfatidilcolina, y en la capa interna se 
encuentran Fosfatidilinositol, Fosfatidiletanolamina, Fosfatidilglicerol y 
Fosfatiilserina. La esfingomielina tiene mayor grado de concentración de ácidos 
grasos saturados, que afectan la rigidez de la membrana (Martínez y Morros, 1996). 
Con relación al contenido de colesterol, va a depender de la especie y está 
relacionado a la duración y longitud de la capacitación espermática. También se 
pueden encontrar ácidos grasos saturados y poliinsaturados en la membrana, que 
van a afectar la rigidez dependiendo de la relación que existe entre estos. Se ha 
determinado un factor de relación entre los ácidos grasos 
poliinsaturados/saturados, que generan diferencia en la susceptibilidad de los 
espermatozoides al frio, siendo más sensibles cuando hay un incremento en  los 
ácidos grasos poliinsaturados (Gadella et al, 2008).  
 Procesos fisiológicos del espermatozoide y dinámica de las 
proteínas de la membrana espermática 
Las proteínas son indispensables en el funcionamiento de la célula para cumplir 
diversos procesos fisiológicos  y son clasificadas dependiendo de la asociación con 
la membrana como proteínas transmembranales y proteínas periféricas (Tan et al,  
2008). Entre las funciones que cumplen, están el transporte de iones y otras 
moléculas, canales de calcio, enzimas, receptores de diversas señales y elementos 
del citoesqueleto. 
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Existen proteínas que son receptores de Protein Kinasa; se encargan de catalizar 
los grupos fosfato del ATP de otras proteínas, como en el caso de la proteína de 
95 kDa, que se encarga de modificar otras proteínas mediante la fosforilación en 
residuos de Tirosina para la activación de la motilidad y procesos de capacitación. 
Otras son proteínas de transporte como la Galactosil Transferasa, que se encarga 
de incrementar la permeabilidad al sodio, con el fin de inducir la reacción 
acrosómica y fusión de la membrana acrosomal externa y la membrana plasmática. 
Otras proteínas se encuentran asociadas a eventos como adhesión celular, 
quimiotaxis, entre otros y hacen parte de la estructura de la membrana (Olivera et 
al, 2006). 
 
La composición proteica de la membrana es modificada por las condiciones del 
medio, y tránsito en el tracto reproductor masculino y femenino, enmascarando, 
reemplazando y reorganizando proteínas en su posicion (Olivera et al, 2006). Un 
ejemplo se presenta durante la eyaculación, donde se adquieren proteínas 
provenientes de las glándulas accesorias, y son modificadas durante el tránsito en 
el tracto de la hembra. Estas proteínas son importantes, porque algunas modulan 
la estabilidad de la membrana hasta el momento de la capacitación (Olivera et al, 
2006). La capacitación se conoce, como los eventos preparativos que llevan al 
espermatozoide a ser competente para la fertilización (Martínez y Morros, 1996). 
En este estado, los espermatozoides pierden gran parte del contenido de la 
superficie conocido como factores decapacitantes, proveniente del plasma seminal, 
durante el ingreso en el tracto genital femenino y hay absorción de proteína por el 
epitelio del oviducto. Como producto final de este proceso se obtienen la 
hiperactivación y una serie de arreglos en la superficie (Gadella, 2008). 
 
El primer paso en la capacitación, lleva su lugar en las criptas oviductales 
(Reservorio oviductal), provistas de un ambiente propicio para estos eventos 
(Olivera et al, 2006); inicia con un incremento intracelular de Ca2+, bicarbonato y 
peróxido de hidrogeno, los cuales activan la producción de Adenil-monofosfato 
cíclico (cAMP), culminando en la activación de la Proteina Kinasa A (PKA), para la 
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fosforilación de ciertas proteínas con pesos moleculares entre 40-120 kDa en sus 
residuos de tirosina, que desestabilizan la membrana plasmática, dando lugar a la 
hiperactivación de la motilidad y reacción acrosomica (Visconti et al, 2002; Witte et 
al, 2007).  En este evento también interviene la progesterona del medio, activando 
los canales de calcio y el incremento del pH intracelular por acción del bicarbonato 
(Olivera et al, 2006; Gadella et al, 2004; Witte et al, 2007). La adhesión entre el 
espermatozoide y las células oviductales es mediada por moléculas expuestas en 
la superficie espermática, capaces de unirse a carbohidratos de la superficie 
oviductal de forma especie-especifica (Talevi & Gualtieri, 2010). 
 














El proceso de reacción acrosómica es inducido por la agregación de moléculas de 
la zona pelúcida, que son glicoproteínas específicas para cada especie 
denominada ZP1, ZP2 y ZP3. En la primera fase, el acrosoma se encuentra intacto 
y la unión puede realizarse mediante proteínas del borde apical de la cabeza, 
mientras que en la segunda fase, la unión secundaria se realiza con el acrosoma 
expuesto, con una serie de proteínas acrosomales hidrolíticas que tienen afinidad 
por la zona pelúcida (Lasserre et al, 2003; Gadella, 2008). La unión a estos 
receptores de la zona pelúcida (ZP3), inducen a la dimerización de los mismos, lo 
cual resulta en la activación de una Tirosina Kinasa asociada, finalizando en la 
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fosforilación de un residuo de tirosina del receptor y de la Tirosina Kinasa misma, 
iniciando una fosforilación en cadena en residuos de Tirosina de las proteínas que 
se encuentran alrededor. Esto conlleva a la activación de una serie de señales 
moleculares, donde las Proteínas-G, están implicadas en la dimerización de 
receptores. Estas proteínas se encuentran ubicadas en diferentes regiones de la 
cabeza espermática, como el acrosoma y la región ecuatorial, relacionadas en la 
unión a la ZP3 (Flesch et al, 2000).  
 
Después de la inducción de la reacción acrosómica y gracias a la hipermotilidad,  
el espermatozoide  ingresa al espacio perivitelino del oocito (Figura1-2). 
Posteriormente se da inicio a la fusión de membranas con el oocito, conocido como 
un evento que no es especie-especifico (Gadella, 2008). Se ha observado en 
diferentes estudios realizados con hámster, que la primera unión entre el 
espermatozoide y el oolema se da mediante un remanente lateral de la zona 
ecuatorial de la cabeza, haciendo que esta unión preliminar se de forma lateral. 
Posteriormente se presenta la degradación de este punto de unión donde el 
espermatozoide quede totalmente paralelo al oolema (Flesch et al, 2000).  
 Adquisición de componentes del plasma seminal 
El plasma seminal es una mezcla de secreciones no celulares, procedente del 
epidídimo y las glándulas accesorias, que cumple la función de vehículo de 
transporte del espermatozoide en el tracto reproductor femenino, proveedor de 
energía para la motilidad entre otras funciones. Las glándulas accesorias están 
compuesta por el ámpula, que es una elongación de los ductos eferentes que se 
abren directamente en la uretra pelviana; las glándulas vesiculares o vesículas 
seminales que contribuyen a una gran proporción del eyaculado; y por ultimo esta 
la próstata (Senger, 2006). La secreción de estas glándulas, contiene una variedad 
de componentes y de iones que comparten homología con la sangre, incluyendo 
hormonas y enzimas. Los componentes enzimáticos presentes en el plasma 
seminal, favorecen la protección del espermatozoide contra la producción de 
radicales libres de oxigeno (especies reactivas de oxígeno ROS), gracias a la 
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distribución de enzimas antioxidantes sobre la superficie espermática tales como 
Superoxido-Dismutasa (SOD), Glutatión Reductasa (GSH), Glutatión Peroxidasa 
(GPx) y Catalasas (Muiño-Blanco et al, 2008).  Otros compuestos no enzimático 
del plasma seminal, son lo provenientes del epidídimo como la Taurina e 
Hipotaurina, que son compuestos extracelulares e intracelulares que compiten 
como sustratos oxidables con los lípidos celulares protegiendo contra el estrés 
oxidativo (Nunes da Silva, 2006).  El fluido seminal contiene una variedad de 
proteínas, incluyendo proteínas chaperonas, proteínas de unión a fosfolípidos, 
glucosidasas, proteasas, inhibidores de proteasas entre otros que modulan 
numerosas funciones, como la protección espermática, la capacitación y reacción 
acrosómica hasta a interacción y fertilización del oocito. Otras proteínas secretadas 
cumplen funciones relacionadas con transporte, inmunosupresoras, y funciones 
moduladoras de la motilidad, capacitación o factores decapacitantes (estabilizando 
la membrana), antioxidantes y protección contra la apoptosis (Muiño-Blanco et al, 
2008) 
Es evidente que el plasma seminal juega un papel activo en el tracto reproductor 
femenino, a través de la activación de varias hormonas, enzimas, otras proteínas, 
lípidos y metabolitos. Esta mezcla compleja de secreciones cumple una función de 
protección en el tracto reproductor de la hembra, ya que modula la respuesta 
inflamatoria tras la monta, al suprimir la activación del sistema del complemento, o 
sistema de defensa  de la hembra, la quimiotaxis de los neutrófilos 
polimorfonucleares y la fagocitosis. Su composición difiere entre especies e incluso 
puede variar entre individuos.  La composición proteica del plasma, favorece la 
selección y fagocitosis de espermatozoides muertos y permite el paso de los 
espermatozoides vivos a través del tracto femenino (Troedsson et al, 2005).  
Otros productos de secreción en el plasma seminal son sustancias de bajo peso 
molecular como aminoácidos, glucosa, fructosa, fosfolípidos al igual que iones 
como potasio y sodio, y en menor proporción zinc, cobre y hierro, además de 
vitaminas como A, C y E, esenciales para el metabolismo del espermatozoide, 
mantenimiento del pH y osmolaridad (Muiño-Blanco et al, 2008).  Como se puede 
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ver, el papel de las proteínas del plasma seminal en la regulación de las funciones 
del espermatozoide, es altamente complejo y esta relacionado a eventos 
moleculares. Por lo tanto, el conocimiento de su composición es un gran avance 
en la aplicación de técnicas asistidas en la reproducción animal. Un acercamiento 
a la separación  de proteínas en mapas, cuantificación relativa e identificación de 
sus componentes es de importancia para establecer las funciones del plasma 
seminal (Memeli et al, 2015) 
Se han descrito proteínas relacionadas a la protección contra el estrés térmico por 
frio denominadas RSVP 14 o RSVP 20 en ovinos, preservando la integridad de 
membrana (Cardozo et al, 2006).  Se ha demostrado que tras la capacitación y 
reacción acrosómica solo el 35% de estas proteínas permanecen en la superficie, 
y son redistribuidas a la zona ecuatorial. Similares resultados se han observado en 
bovinos. Lo anterior, junto a otros reportes, ha demostrado que la acción protectora 
de estas proteínas, está relacionada a factores decapacitantes y actúan en la 
interacción de gametos. Estas proteínas identificadas en ovinos tienen una alta 
homología con la proteína PDC-109 reportada en bovinos y es identificada como 
parte de la BSP A1/A2 (Muiño-Blanco et al, 2008). 
Las proteínas del plasma seminal de unión espermatica en bovino (BSP A1/A2 15-
16 kDa, p.I. 4,7-5,2; A3 y 30 kDa), posee homólogos en la mayoría de los 
mamíferos, con acción en la capacitación, y en la salida de colesterol y fosfolípidos 
de los espermatozoides epididimales. La única diferencia que se ha demostrado 
entre las tres proteínas es su relativa abundancia en el plasma seminal bovino 
(aproximadamente 37% - BSP A1/A2, comparada a 4-5% - BSP A3 y BSP-30kDa), 
y algunas de las características relacionadas a la estimulación de la salida de 
fosfolípidos y colesterol (Fan et al, 2006; Roncoletta et al, 2005). Por otro lado 
también encontramos en mayor proporción las proteínas acidas del plasma seminal 
(aSFP), secretada por el ampula y epidídimo. Posee peso molecular de 12-15 kDa 
y Punto isoeléctrico (p.I.) de 4,2- 4,8. Esta proteína es de unión libre a la membrana 
y es liberada durante la capacitación. Su función en la membrana es básicamente 
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de protección contra el daño oxidativo por disminución de la peroxidación de lípidos 
(Jobim et al, 2004).  
 Evaluación del buen estado reproductivo (BSE: 
Breeding Soundness Examination) y de la calidad 
seminal 
Un adecuado manejo reproductivo que satisfaga las nesecidades productivas, 
garantizan una  máxima productividad y proyección comercial en un sistema de 
producción. La selección de machos con altos índices productivos en general,  
sacrifica parámetros reproductivos que genera pérdidas económicas significativas. 
Un macho reproductor debe tener la capacidad de preñar un gran número de 
hembras durante la temporada de monta, o a traves de la aplicación de 
biotecnologías reproductivas. La Sociedad Americana de Teriogenología ha 
desarrollado los lineamientos mínimos para evaluar la salud reproductiva que 
incluye un examen físico y sanitario general, la medición de la circunferencia 
escrotal, y la valoración macroscópica y microscópica del semen. Adicional, se 
deben realizar unas pruebas sanitarias que dependerán del medio en el que los 
animales se encuentren.  En la actualidad existe inconformidad con la veracidad de 
la evaluación para determinar la capacidad fértil de un macho, especialmente en la 
evaluación microscópica (Palacín et al, 2013) 
Tabla 1-1  Circunferencia escrotal para ovinos tomado de Pezzanite et al, 
2008 comparado con los resultados obtenidos en condiciones de Trópico 



















< 8 meses 30 28,4±2,2 c 29,1±2,3c 31,3±2,2b 32,2±1,5a 
Adultos 34 31,48±1,87 b 36,7±2,6a 36,1±1,9a 35,6±2,6ab 
Para las razas de lana adaptadas a condiciones de Trópico Alto Colombiano basados en el estudio realizado 
por el Dr. Harvey Lozano Márquez  
 
Se han desarrollado trabajos relacionados a la correlación entre la masa corporal 
y circunferencia escrotal asociado a la producción de células espermáticas. Dichos 
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estudios han dejado a un lado la precocidad y condición de adaptación de las razas 
criollas en el medio en el que se encuentran. Existe una tabla que estandariza el 
tamaño de la circunferencia escrotal según la edad del macho para ovinos 
(Pezzanite et al, 2008), pero al compararlos con los valores  obtenidos para las 
raza criolla Colombiana, estos difieren significativamente.  
En el estudio realizado por Lozano, 2015 se observa como la raza Criolla presenta 
valores inferiores en circunferencia escrotal comparada con las razas Hampshire, 
Romney Marsh y Corriedale, bajo condiciones de Trópico Alto Colombiano (Tabla 
1-1). 
 Evaluación de la calidad del semen 
Los avances en la tecnología computacional han permitido la automatización de las 
pruebas de laboratorio establecidas, y el desarrollo de nuevas pruebas de 
evaluación de la calidad seminal. Sin embargo, existe una débil relación entre las 
pruebas in vitro y la estimación  de la fertilidad, lo que limita  la predicción del 
potencial fértil de una muestra de semen (Mocé et al, 2008). Es probable que la 
baja correlación entre los parámetros de evaluación y la fertilidad esté relacionada 
a la composición del eyaculado, ya que se ha demostrado que existen diversas 
poblaciones en un mismo eyaculado, siendo una muestra heterogénea donde 
existen células que son incapaces de fertilizar (Holt & Van Look, 2004; Yañiz et al, 
2015). Adicional, las células de un mismo eyaculado pueden expresar diferentes 
respuestas al estrés o a cambios en las condiciones normales del ambiente (Mocé 
et al, 2008). Finalmente, los diferentes compartimentos de la célula espermática 
deben permanecer intactos y ser capaces de desarrollar los procesos fisiológicos 
necesarios para llevar a cabo la fertilización.  
 Evaluación inicial de semen fresco 
Se incluye la apariencia del eyaculado en términos de color y consistencia, la cual 
cambia dependiendo de la especie y se encuentra relacionada a la concentración 
espermática. En el caso de los ovinos, la apariencia se describe como: Acuosa, 
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Lechosa, Cremosa, y Cremosa Espesa, siendo la consistencia cremosa espesa la 
que presenta mayor concentración espermática por mililitros (ml). Seguida de la 
apariencia, se determina el volumen del eyaculado con la ayuda de un tubo 
aforado, o algún mecanismo métrico para el control del volumen (Mocé et al, 2008). 
El volumen en ovinos, varía entre 0,3 ml y 1,5 ml por eyaculado, observando una 
disminución en el volumen entre el primer y el tercer eyaculado (Ollero et al, 1996; 
Lozano, 2015). Los factores que afectan el volumen del eyaculado son la edad, la 
raza, la condición corporal y el método de extracción del eyaculado. El método de 
vagina artificial, simula condiciones naturales de monta, obteniendo el volumen 
mas aproximado a la realidad.  
La relación entre la apariencia y la concentración espermática: 
Acuoso= Menos de 700X106 SPZ/ml 
Lechoso= Entre 700 - 2000X106 SPZ/ml 
Cremoso= Entre 2000 - 3000X106 SPZ/ml 
Cremoso Espeso= Entre 3000 - 5000X106 SPZ/ml 
 Concentración espermática:  
La determinación de la concentración celular tiene fines productivos, en el caso de 
hacer dosis seminales en forma de pajillas criopreservadas o refrigeradas. Dicha 
evaluación se puede realizar con hemocitometros (lectura en 2 cámaras de 
Neubauer), por espectrofotometría (que requiere el uso de curvas estándar), 
contador de partículas y citómetros de flujo que requieren de la determinación de 
tamaño de la partícula (Mocé et al, 2008), y finalmente el uso de sistemas 
computarizados para el análisis espermático, que tienen configuraciones especie-
específicas, y se emplea un protocolo estándar de trabajo, obteniendo objetividad  
en el análisis seminal (Mortimer, 2000).  
Similar al volumen, la concentración espermática disminuye con el número de toma 
consecutiva del eyaculado. En un estudio realizado en ovinos de la raza Pleven 
Blackhead, se observa como el volumen esp ermático y la concentracion disminuye 
con el aumento en la frecuencia de eyaculación (Tabla 1-2), mientras que la 
motilidad del segundo eyaculado aumenta (Yotov et al, 2011). Similares resultados 
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se observaron en el estudio realizado por Ollero et al (1996), en machos de la raza 
Rasa Aragonesa. 
Tabla 1-2: Parametros de subsecuentes eyaculados colectados en la 
mañana y en la tarde en ovinos Pleven Blackhead (Tomado de Yotov et al, 
2011) 
 Mañana Tarde 
Numero de 
eyaculado 1 2 3 4 1 2 3 4 
Volumen (ml) 1,5±0,3 a 1,2±0,3 a 0,8±0,2 ab 0,5±0,1 bc 1,0±0,3 a 0,8±0,2 ab 0,5±0,1 bc 0,4±0,1 bc 
Concentración 
X109 2,0±0,3 a 1,4±0,2 b 1,0±0,1 c 0,9±0,1 c 1,4±0,1 b 1,0±0,1 c 0,8±0,2 cd 0,6±0,1 d 
Motilidad (%) 80,6±3,3 a 90±1,2 b 83,1±3,3 a 76,7±3,2 a 79,6 ±3,3 a 90±2,2 b 83±2,3 a 76,5±3 a 
a,b,c,d Diferencias estadísticas (P<0,05) entre parámetros. 
Los resultados se expresan como medias±EEM 
 Motilidad:  
La motilidad es uno de los aspectos más importantes en términos de fertilidad, sin 
embargo su evaluación sigue siendo muy subjetiva en las ensayos de rutina (Mocé 
et al, 2008; Contri et al, 2010; Palacín et al, 2013). Junto con la morfología, esta 
variable sirve para definir si la calidad de un eyaculado es satisfactoria o no, 
basados en los siguientes criterios (Tabla 1-3) 
Tabla 1-3  Parametros de subsecuentes eyaculados colectados en la 
mañana y en la tarde en ovinos Pleven Blackhead (Tomado de Yotov et al, 
2011) 
Parámetro  Satisfactorio  Cuestionable Insatisfactorio 
Motilidad*  >30% 10-30% <10% 
Morfología*  >70% 30-70% <30% 
 
En años recientes, se  ha generalizado el uso de sistemas computarizados para la 
evaluación de la motilidad espermática y se ha realizado un arduo trabajo en la 
estandarización de las condiciones del sistema en ovinos (Ordás et al, 2010; Bravo 
et al, 2011; Yániz et al, 2011; 2015; Álvarez et al, 2012; Palacín et al, 2013). 
Adicional a la evaluación de la motilidad, los sistemas computarizados permiten 
integrar características del movimiento, diferenciando las poblaciones de un 
eyaculado según los patrones de motilidad que exhiben.  
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Los valores de cinemática1 determinados para cada espermatozoide en sistemas 
computarizados representan la velocidad del movimiento, la amplitud de la 
trayectoria de la cabeza del espermatozoide, y la frecuencia del cambio de 
dirección de la cabeza, descritas en la Tabla 1-4 (David et al, 1981 citado por 
Morirme, 2000) 
Tabla 1-4 Parámetros de cinemática espermática. (Tomado de Mortimer S.T, 
2000) 
PARÁMETRO UNIDAD DEFINICIÓN 
Velocidad Curvilínea (VCL) µm/s Distancia recorrida por el SPZ a lo lardo de su trayectoria 
Velocidad Rectilínea (VSL) µm/s Distancia recorrida por el SPZ desde el primer punto hasta el 
último de su trayectoria 
Velocidad Media (VAP) µm/s Distancia recorrida por el SPZ durante su trayectoria en función 
del tiempo  
Índice de Linealidad (LIN) % Relación porcentual entre VSL y VCL, una medida de la 
dirección  
Índice de Rectitud (STR) % Relación entre VSL y VAP, es una medida de la densidad del 
movimiento 
Índice de Oscilación (WOB) % Relación porcentual de VCL y VAP, mide la oscilación del 
espermatozoide 
Amplitud del desplazamiento 
lateral de la cabeza (ALH) 
µm Desplazamiento medio efectuado por la cabeza 
Frecuencia de Batido de la 
Cola (BFC) 
Hz Frecuencia con la cual la trayectoria curvilínea en función del 
tiempo 
 
En ovinos, el análisis computarizado se ha implementado para describir los 
cambios en los patrones de movimiento celular por efecto de la estación 
reproductiva o no reproductiva. En la raza lechera Bulgara (Abadjieva et al, 2014), 
se ha observado que durante la estación reproductiva hay mejores características 
de la cinemática espermática asegurando mayor fertilidad y satisfacción en futuras 
inseminaciones e implementación de biotecnologías reproductivas. Adicional, se 
                                               
 
1 Cinemática: Evalauación de la trayectoria, recorrido y distancia de una célula 
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observó que los parámetros del segundo eyaculado son mayores sin importar la 
estación (Abadjieva et al, 2008).  
Tabla 1-5  Descripción de Cinemática de cada subpoblación encontrada en 
48 ovinos de la raza Rasa Aragonesa (Tomado de Yáñiz et al, 2015) 
Descripción de 
Cinemática SP1 SP2 SP3 
VCL 58,06±0,0194 a 147,23±0,089 b 145,46±0,153 b 
VSL 36,45±0,186 a 129,33±0,099 b 60,36±0,162 a 
VAP 43,50±0,180 a 136,59±0,097 b 93,92±0,178 c 
LIN 0,56±0,002 a 0,88±0,000 b 0,40±0,001 a 
STR 0,75±0,002 a 0,94±0,000 b 0,65±0,001 a 
WOB 0,72±0,001 a 0,92±0,000 b 0,63±0,001 a 
ALH 2,13±0,006 a 2,79±0,004 a 5,25±0,0007 b 
a,b,c Diferencias sigenificativas (P<0,05) ente subpoblaciones 
Los resultados se expresan como medias±EEM 
 
Investigaciones más recientes han encaminado sus esfuerzos en estandarizar el 
uso de sistemas computarizados, el uso de los dispositivos para la evaluación, y la 
cantidad de muestra a depositar, ya que tienen un efecto significativo sobre la 
precisión y reproducibilidad de los resultados obtenidos (Palacín et al, 2013). Se ha 
implementado la integración de las variables de cinematica espermática con la 
evaluación de la motilidad para describir poblaciones en el eyaculado de ovinos de 
la raza Rasa Aragonesa. En el trabajo realizado por Yániz et al (2015), donde se 
describen 3 subpoblaciones según los aspectos de motilidad, la SP1 (movimiento 
lento, No lineal, baja amplitud de movimiento lateral de la cabeza), SP2 
(movimiento rápido y lineal), y SP3 (movimiento rápido, no lineal y alta amplitud 
lateral de la cabeza), presentan diferencias en las variables de cinemática (Tabla 
1-5) y la composición de estas poblaciones en un mismo eyaculado difieren según 
el patrón de alta o baja fertilidad que exhibe el animal (Yániz et al, 2015).  
 Morfología espermática:  
Es el principal reflejo del estado fisiológico del macho para la producción de semen. 
La variación en la morfología espermática se origina durante la espermatogénesis, 
donde se reporta que elevados valores de anormalidad correlacionan 
negativamente con la eficiencia reproductiva (Saacke, 2008). Aunque la morfología 
espermática afecta la fertilidad, algunos de esos defectos pueden ser 
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compensables en los casos de su uso en inseminación artificial y otros no (Mocé 
et al, 2008). Tradicionalmente la evaluación de la morfología se hace por 
microscopia en conteo manual, pero los sistemas computarizados permiten la 
evaluación de ciertas anormalidades, especialmente las relacionadas a la posición 
del flagelo, y forma de la cabeza. Estudios recientes, sugieren que la 
heterogeneidad del eyaculado, esta modulado por las diferencias morfológicas, 
además de las características de cinemática espermática (Santolaria et al, 2015). 
En el estudio de Santolaria et al, (2015) se describen las características 
morfológicas en relación a la determinación de la forma de la cabeza en 
espermatozoides ovinos (Tabla 1-6). 
Tabla 1-6 Parámetros morfométricos del espermatozoide de la raza ovina 
Rasa Aragonesa (Tomado de Santolaria et al, 2015). 
Parámetros Morfométricos  Media±EEM 
Área (µm2) 30,4±0,02 
Perímetro (µm) 22,6±0,01 
Longitud (µm) 8,25±0,004 





 Integridad de la membrana plasmática y organelos de la célula espermática:  
Aunque la membrana cubre toda la célula, se encuentra dividida en diferentes 
compartimentos relacionados a la protección del acrosoma, la región post-
acrosomal y la pieza media. La mayoría de las pruebas de viabilidad reflejan si la 
célula está viva o muerta, sin embargo, en la actualidad se implementan pruebas 
que determina la integridad de los organelos que componen la célula espermática 
con la ayuda de tinciones fluorescentes que penetran las células, y en algunos 
casos se unen al ADN de las células dañadas (Mocé et al, 2008; Al Naib et al, 
2011). Las tinciones fluorescentes más implementadas son Ioduro de Propidio (IP), 
ethidium bromide, 4’-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), bisbenzimide; y en 
algunos casos se implementan en doble tinción con sustancias impermeables a la 
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membrana como Diacetato de Carboxiflueresceina (CFDA), SYBER Green entre 
otros. Finalmente, otros métodos de evaluar la integridad celular ya sea en su 
membrana o en relación a parámetros fisiológicos de la célula, están la evaluacion 
del estado de capacitación, reacción acrosomica, integridad del ADN o de la 
Cromatína y estado o potencial de la membrana mitocondria.  
Capacitación y estado del acrosoma: La capacitación es un proceso de cambios 
en la estabilidad de la membrana necesarios para el proceso de fertilización, pero 
esta debe ocurrir en el momento indicado (en las criptas oviductales), para 
garantizar la capacidad fértil del espermatozoide (Olivera et al, 2006). Un eyaculado 
con un alto porcentaje de células en estados avanzados de capacitación van a ser 
evidencia de un eyaculado de mala calidad  (Gillan et al, 2008).  Muchos trabajos 
se han adelantado en la evaluación de la capacitación y reacción acrosómica que 
incluyen evaluación de la composición de la memebrana (Flesch et al, 2001), 
tinciones fluorescentes como la chlortetracycline, que evalúa cambios en la 
composición del calcio (Petrunkina et al, 2005), y evaluación de la fosforilación de 
proteínas intracelulares con técnicas de western Blot o citómetro de flujo (Pommer 
et al, 2003; Piehler et al, 2006). 
Integridad del ADN: Aunque la integridad genética del espermatozoide no afecta 
su capacidad de fertilizar, si puede afectar la habilidad de mantener y desarrollar 
adecuadamente el zigoto2. Existen cuatro pruebas in vitro para evaluar la integridad 
del ADN, conocidas como el ensayo cometa, prueba de la estructura de la 
cromatinca (SCSA), naranja de acridina y Tunel (Evenson & Wixon, 2006). Algunas 
de estas técnicas requieren ser acompañadas de otras herramientas biológicas o 
elementos como citómetros de flujo para su lectura. 
Evaluación de la función mitocondrial: La función mitocondrial puede ser 
evaluada de forma indirecta con el uso de medidas de la motilidad. Adicional, se 
                                               
 
2 Célula resultante de la unión entre el espermatozoide y el oocito. Momento a partir del cual se 
desarrolla el embrión 
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implementan pruebas de fluorescencia como Rhodamine 123 y JC-1, para rangos 
de respiración mitocondrial. Ambas tinciones se miden por intensidad donde las 
membranas mitocondriales con mayor actividad emitirán con mayor intensidad la 
fluorescencia (de rojo a verde). El estado de la mitocondria es un reflejo indirecto 
del estado de oxidación de la célula, por lo tanto hay una alta correlación de esta 
prueba y el daño oxidativo en el espermatozoide (Guthrie et al, 2008). 
 Especies reactivas de oxígeno en el espermatozoide 
mamífero 
Los fosfolípidos son un componente importante en la membrana espermática y 
para el caso de los espermatozoides ovinos, poseen una significativa porción de 
ácidos grasos poliinsaturados, razón por la cual los hace más sensibles a la 
manipulación y disminución de la temperatura (Salamon and Maxwell 2000). Como 
todas las células que viven bajo condiciones aeróbicas, los espermatozoides 
producen especies reactivas de Oxígeno (ROS), proveniente de su normal 
actividad metabólica (Lamirande et al., 1997). Estudios realizados en balance 
redox, se comprobó que los espermatozoides mamíferos producen por horas, bajos 
y controlados niveles de Anión Superóxido (O2-) y Óxido Nitroso (NO•), para 
promover la capacitación, reacción acrosómica, motilidad, hipermotilidad y eventos 
de fosforilación de las proteínas (Chatterjee and Gagnon, 2001; O’Flaherty et al., 
2003; Nunes da Silva, 2006; Lamirande & O’Flaherty, 2008; Ball, 2008; Chandra et 
al., 2012), necesarios para adquirir el potencial fecundante. 
Los ROS, son compuestos inestables de corta vida media (variando en milésimas 
de segundo), que afectan procesos a nivel celular. Los radicales libres son 
moléculas de oxigeno que contienen uno o más electrones impares en sus 
orbitales, al adicionar un electrón al dioxígeno se forma el anión superóxido, que 
es la principal forma de ROS (Chandra et al, 2012; O’Flaherty et ál. 2003). Existe 
una amplia cantidad de ROS, especies reactivas de nitrógeno (RNS) y especies 
reactivas no radicales (Silva, 2006). La búsqueda de cuales ROS hace parte de los 
procesos en las células espermáticas ha generado controversia, pero se ha 
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evidenciado la participación de anión superóxido, peróxido de hidrogeno y radical 
hidroxilo (Aitken & Nixon, 2013). El Anión superóxido (O2-) es el primer 
intermediario en la reducción molecular del oxígeno a agua en la cadena 
respiratoria. Como especie reactiva no radical, se observa el  Peróxido de 
Hidrogeno (H2O2), formado por la reacción de la enzima súper óxido dismutasa 
(SOD) sobre el O2- o por dismutación espontanea del anión superóxido (O’Flaherty 
et ál. 2003). Tiene la facilidad de atravesar la membrana y es altamente reactivo 
(Cárdenas & Pedraza, 2005;  Silva, 2006). El Radical hidroxilo (°OH), es un 
compuesto fuertemente oxidante, responsable de la peroxidación lipídica y daño 
de las proteínas. Suele actuar en los sitios cercanos a donde se producen, 
generándose por la reacción entre O2- y H2O2 en presencia de Hierro.  
Chatterjee & Gagnon (2001), reportaron la producción de óxido nítrico (NO
•
) en 
espermatozoides bovinos, pero no presento cambios significativos a través del ciclo 
de congelación-descongelación. El óxido nítrico por otro lado se ha reportado que 
posee una vida media relativamente larga para ser un radical libre y una aparente 
reactividad más alta que en anión superóxido (Lamirande & O’Flaherty, 2008). 
 Fuentes de ROS en el semen 
En los mamíferos, se ha descrito diferentes fuentes de ROS: (1) un sistema NADPH 
oxidasa conocido como NOX5, (2) el transporte mitocondrial de electrones que 
hace parte de la cadena respiratoria a nivel mitocondrial, la cual es la principal 
fuente de estrés oxidativo en el espermatozoide, generando la activación del 
primero y (3) una enzima L- amino acido aromática  oxidasa (Agarwal et al, 2005; 
Peña et al, 2011; Chandra et al, 2012; Aitken et al, 2014). Sin embargo, factores 
como el estrés osmótico, activan enzimas de la membrana como la fosfolipasa A 
(PLA), desencadenando el sistema NADH oxidasa dependiente de calcio (Ball, 
2008). Alternativamente, las enzimas citoplasmáticas de espermatozoides 
alterados como  la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD) y la superóxido 
dismutasa (SOD), son responsables de la generación de NADPH, una fuente de 
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electrones para activar el NOX5, produciendo niveles significativos de anión 
superóxido en la membrana (Ball, 2008; Chandra et al, 2012; Aitken et al, 2014). 
Según las investigaciones, se ha demostrado que la mayor fuente de ROS en las 
células espermáticas probablemente proviene de su propia mitocondria, donde la 
fuga de electrones de la cadena respiratoria, generan anión superóxido (O2-), el 
cual es rápidamente dismutado a peróxido de hidrogeno (H2O2) y otros compuestos 
derivados de su reacción (Aitken et al, 2014). El peróxido de hidrogeno es 
permeable a la membrana permitiéndole escapar de su sitio de producción para 
actuar dañando lípidos en otros compartimentos de la célula. Adicional, en bovinos 
y ovinos, se ha observado que la principal fuente de producción de ROS es 
mediante los espermatozoides muertos por medio de un sistema enzimático 
catalizado por aminoácidos aromáticos (Fenilalanina), que en presencia de oxigeno 
cataliza la desanimación y deshidrogenación de aminoácidos aromáticos para 
generar H2O2 y amonio (Sreejith et al, 2006; Aitken et al, 2014), después de la 
criopreservación, liberando ácidos grasos poliinsaturados al medio de congelación 
e iniciación de la peroxidación lipídica (Silva, 2006).   
 Funciones biológicas del ROS en el Espermatozoide 
La participación del ROS en las funciones espermáticas ha sido evidenciada en 
hámster, roedores, toro, caballo (Chatterjee & Gagnon, 2001; O’Flaherty et al, 
2003; Silva, 2006; Lamirande & O’Flaherty, 2008; Ball, 2008; Chandra et al, 2012), 
para la adquisición del potencial fecundante. Otros eventos regulados por la 
presencia de bajos niveles de ROS son la expresión génica, regulación de 
proteínas antioxidantes, adhesión celular y efectos pro-apoptóticos (Ford, 2004). A 
inicios de 1990, los investigadores comprobaron que bajas concentraciones de 
ROS producían una activación celular,  regulando segundos mensajeros con 
funciones positivas en la transducción de señales (Lamirande & O’Flaherty 2008). 
La capacitación  y el inicio de la motilidad, están asociados a eventos bioquímicos, 
siendo el más notable la fosforilación en residuos de tirosina de las proteínas de la 
vaina fibrosa en el flagelo espermático (Ford, 2004; Silva, 2006; Lamirande & 
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O’Flaherty 2008). La producción de cAMP, es vinculada a la producción de ROS, 
que activa a la Proteína Kinasa A (PKA) (Lamirande & O’Flaherty 2008). En la 
mayoría de las especies se ha comprobado que el anión superóxido  no actúa 
específicamente en la capacitación, pero la generación de productos metabólicos 
tales como el °OH, podrían ser los que lleven a cabo este evento (Aitken & Nixon, 
2013).  El O2- y  el H2O2, pueden modular la actividad de la Tirosina Kinasa A (TKA) 
o de la Tirosina Fosfatasa (PPT), de manera directa o indirecta a través del cAMP 
o de la Adenil Ciclasa soluble (ACs), creando eventos similares a los de la 
capacitación (Aitken et at, 1998; Ford, 2004; Aitken & Nixon, 2013). Después de la 
capacitación, la reacción acrosómica está asociada con un incremento en la 
producción de H2O2 en el espermatozoide bovino; actuando sobre la PLA 
(O’Flaherty et al, 2008).  
La acción de los ROS en el núcleo, sugiere un papel en la compactación de la 
cromatina, de importancia fisiológica en la protección del genoma. Esta posible 
protección de los metabolitos reactivos de oxígeno en el estado terminal del  ADN, 
indican que el espermatozoide posee una enzima Fosfolípido Glutatión Peroxidasa 
(PHGPx), que actúa en los fosfolípidos hidroperóxidados y ácidos grasos 
hidroperóxidados, así como peróxido de hidrógeno en sí. La actividad glutatión 
oxidasa presente en este proceso induce la unión de las protaminas, compactando 
el ADN (Aitken et al, 1998).  
En el proceso íntimo de fertilización, Blondin et al (1997) observaron como la 
adición de catalasas tenía un efecto en la reducción de los rangos de penetración 
de oocitos en fertilización in vitro. Al remover la formación de peróxido de hidrogeno 
del medio de fertilización in vitro, se determinó una reducción en la penetración de 
oocitos. Esto probablemente se deba en gran parte al papel que cumple el peróxido 
de hidrógeno en la  capacitación (Blondin et al, 1997). 
 Impacto de la producción de ROS: 
La pérdida de componentes citoplasmáticos sensibiliza a la célula a los ataques 
por ROS (Agarwal et al, 2005). Estos compuestos radicales buscan como mitigar 
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el electrón impar, lo que resulta en la oxidación de los lípidos de la membrana 
(Silva, 2006; Agarwal et al, 2005; Chandra et ál. 2012). Los lípidos presentes en la 
membrana plasmática son ácidos grasos poliinsaturados (PUFA), como el 
araquidonico y el docosaexanoico,  siendo  más susceptibles a la oxidación debido 
a la disociación del carbono-hidrogeno en los dobles enlaces (Chandra et al, 2012; 
Aitken et al, 2014). El proceso de oxidación inicia en la mitocondria, a partir de la 
formación de radical Hidroxilo (OH°), que reacciona con el colesterol y los PUFA, 
culminando en la producción de pequeños compuestos como el malondialdehido 
(MDA), 4-hidroxinonenal (4HNE) y acroleína; posteriormente se oxidan las 
proteínas, y finalmente el ADN (Aitken et al,  2014), todo en presencia de un metal 
de transición como el hierro (Fe2+) (Ball, 2008). En una segunda fase de la 
oxidación, libera radicales al citosol donde encuentra más sustrato (Silva, 2006; 
Ball et al, 2008).  
Los productos finales de la peroxidación lipídica, pueden reaccionar con agentes 
mutagénicos y proteínas, causando su disfunción. El 4HNE, genera modificación 
de enzimas Thiol (un grupo funcional involucrado en la motilidad y el metabolismo,-
S; (Gurmail & Bilaspuri, 2008), afectando los niveles de Glutatión (componente no 
proteico en las células conoció como detoxificador y antioxidante exógeno y 
endógeno manteniendo el estatus redox a nivel intracelular), y se acumulan las 
proteínas oxidadas (Piomboni et al, 2012). La pérdida en la funcionalidad de estos 
grupos Thiol, afecta enzimas como SOD, Glutatión (GSH), y sus respectivas 
interaccione con la Glutatión Peroxidasa (GPx) y otras reductasas (Gurmail & 
Bilaspuri, 2008). 
También se forman aductos con las proteínas de la membrana, incluyendo a las 
proteínas constituyentes de la cadena de transporte de electrones (Aitken et al, 
2014), que pueden ser los primeros blancos de acción para los radicales, más que 
los lípidos y el ADN. El °OH, modifica las proteínas por enlaces cruzados causando 
agregación de proteínas, que las hace vulnerables a la proteólisis o lisis 
comprometiendo las funciones celulares. En las proteínas, hay oxidación en 
residuos de lisina, prolina, arginina, treonina y tirosina (Silva, 2006).  Para el caso 
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de la tirosina, se generan enlaces cruzados de dos residuos de tirosina produciendo 
bitirosina, la cual inhibe a la proteína TKA (Silva, 2006).   
El ROS causa daño en el ADN por modificación de las bases nitrogenadas, 
generando diversas alteraciones tales como deleción, cambio de forma, mutación 
de genes, ruptura del ADN o mecanismos de desnaturalización, provocando 
desapareamiento en las bases nitrogenadas del ADN. Se ha comprobado que el 
estrés oxidativo es la mayor causa de fragmentación del ADN en equinos y 
humanos (Aitken et al, 1998; Aitken et al, 2014). Cuando el daño del ADN es 
pequeño el espermatozoide puede entrar en una auto-reparación, sin embargo si 
el daño es grande, puede ocurrir apoptosis o fragmentación del embrión (Martí et 
al, 2008; Chandra et al, 2012), también se ha observado una correlacionando 
negativamente con la calidad seminal (Motilidad y morfología), y afecta el potencial 
fertilizante (Aitken et al, 1998). 
 Sistema antioxidante del semen 
El efecto del plasma seminal en la funciones del espermatozoide ha sido 
ampliamente estudiado en el mantenimiento de la motilidad en bovinos y ovinos, 
mejorando la viabilidad en ovinos, e incrementando la resistencia al cold-shock en 
porcinos (Pérez-Pé et al, 2001), adicional es una fuente rica de antioxidantes y 
protectores del espermatozoide contra la oxidación. Los antioxidantes son 
compuestos que disponen, limpian y suprimen la formación de ROS además de 
generar un balance (Kasimanickam et al 2006; Chandran et al, 2012). En 
mamíferos, se han estudiado los primeros removedores de ROS en el semen 
descritos como Catalasa (CAT), Superóxido Dismutasa (SOD) y Glutatión 
Peroxidasa (GPx), y varían entre especies en su abundancia relativa e importancia 
en el plasma seminal (Lamirande et al, 1997; Ball, 2008; Chandra et al, 2012). Se 
ha observado que el plasma seminal tiene una alta concentración de antioxidantes, 
más que algún otro fluido biológico, principalmente para compensar la deficiencia 
de enzimas en el citoplasma espermático.  
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Una gran batería de compuestos se encarga de hacer efectiva la protección 
antioxidante, que generalmente están en fluidos como el plasma o internamente en 
las células espermáticas:  
 La citocromo oxidasa está encargada de evitar la reducción univalente del 
oxígeno. 
 La superóxido dismutasa está especializada en captar el radical anión 
superóxido mediante una dismutación y así convertirlo en peróxido de 
hidrógeno. 
 Catalasa y peroxidasas – glutatión peroxidasa (GPx) y glutatión reductasa 
(GR)- que neutralizan al H2O2 y lo convierten en agua.  
 La vitamina E o α-tocoferol neutraliza al radical °OH por su ubicación en las 
membranas donde su protección es particularmente importante. 
 La vitamina C, por su carácter reductor, reacciona rápidamente en el O°2 y 
con el °OH, también es captor del oxígeno singlete y del ion hipoclorito. 
 El glutatión (GSH), además de captar el H2O2 como substrato de la GPx, 
también capta al O°2 y al °OH.  
 La transferrina y la ceruloplasmina son transportadoras de metales de 
transición, hierro y cobre respectivamente, que son generadores de ROS.  
Sin embargo, la capacidad antioxidante endógena puede ser insuficiente para 
prevenir la peroxidación lipídica durante procesos de baja temperatura en el 
espermatozoide (Coyan et al, 2010). Factores estresantes como la 
criopreservación pueden generar un desbalance letal de las condiciones oxidativas 
de la célula espermática, llevando a una disfuncionalidad celular que afecta la 
fertilidad del semen (Aitken et al, 2014) 
Las principales enzimas antioxidantes del plasma seminal son: 
Superóxido Dismutasa (SOD): Es la encargada de eliminar radical superóxido 
(O°2). Es una enzima que tiene 3 isoformas, una citosolica (Cu/ZnSOD) asociada 
a cobre y zinc, una intra-mitocondrial asociada al magnesio (MnSOD), y finalmente 
una extracelular igualmente asociada al cubre y zinc (EC-Cu/ZnSOD). La isoforma 
citosolica e intra-mitocondrial cumplen la función específica de remover radicales 
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libres generados por el metabolismo de las mitocondrias (Silva, 2006). Es 
proveniente de las vesículas seminales, ejerce su funciones después de la 
eyaculación, localizándose en el espermatozoide es a nivel acrosomal, 
postacrosomal y flagelo (Juyena & Stelletta, 2012). De las tres isoformas, la 
actividad de la CuZn-SOD es muy alta, y la Mn-SOD y EC-SOD es baja en el 
plasma seminal (Eghbali et al, 2008). De cierto modo, la enzima SOD y Catalasa, 
trabajan de forma sinérgica con la dismutación espontanea del anión superóxido 
hasta convertirlo en agua (Figura 1-4). 
Figura 1-3 Reacción en cadena de la acción de la enzima SOD sobre el anión 
superóxido hasta agua con la participación de la CAT (Álvarez et al, 1987) 
 
Catalasa (CAT): Es una enzimas encargada de detoxificar el peróxido de 
hidrogeno (H2O2), que es una molécula altamente permeable a la membrana  
(Silva, 2006). Es una enzima epididimal que protege al espermatozoide del estrés 
oxidativo en el lumen epididimal (Juyeva & Stelletta, 2012).  
Glutatión peroxidasa (GPx): Es una enzima selenio-dependiente, que actúa 
sobre los lípidos hidroperoxidados (Silva, 2006), y es la principal enzima 
involucrada en la eliminación del peróxido de hidrogeno. Proveniente de las 
vesículas seminales. Localizada en el borde apical de la cabeza, y postacrosoma 
(Martí et al, 2008b). 
Un atributo importante de los antioxidantes del plasma seminal, es la alta 
concentración de glutatión en la forma reducida (GSH). El Glutatión actúa como un 
donador de electrones, y puede reaccionar directamente con el peróxido de 
hidrogeno, anión superóxido,  y radicales hidroxil. Trabaja en sinergia con la 
Glutatión Reductasa, para reciclar siempre el glutatión oxidado.  
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Figura 1-4 Reacción de la enzima GPx y GR con el apoyo del Glutatión 
oxidado y reducido  (Calvin et al, 1981) 
 
Glutatión reductasa (GR): Enzima localizada en la cola del espermatozoide (Martí 
et al, 2008b).  
Como se evidencia, la actividad antioxidante es dependiente de factores 
antiperoxidantes, los cuales pueden unirse al espermatozoide en la eyaculación y 
pueden protegerlos de la peroxidación lipídica durante su paso a través del tracto 
femenino. Al respecto, parece ser que la GPx y SOD son relacionadas con las 
proteínas RSVP-14 y 20, las cuales están principalmente involucradas con la 
prevención al estrés por frio (Martí el al, 2007). Su efecto protector parece resaltar 
en situaciones donde las condiciones son adversas y así se garantiza el potencial 
fértil del espermatozoide (Cardozo et al, 2006b) 
 Desbalances de la actividad antioxidante en el plasma 
seminal 
En diferentes especies de mamíferos como humanos (Zini et al, 2000;), Bovinos 
(Kelso et al, 1997), equinos (Ball et al, 2008) entre otros, se ha estudiado 
ampliamente los efectos del desbalance en la actividad oxidante del semen recién 
eyaculado. La presencia de un metal de transición (Como el Fe2+) puede iniciar la 
peroxidación de reacción en cadena, con la formación final de aldehídos citosolicos 
como el 4-hidroxynoneol (4HNE) o Malondialdehido (MDA) (Ball et al, 200). La 
peroxidación está caracterizada por ser un proceso de dos pasos, iniciación y 
propagación (Figura 1-6), pero Yu (1994) propone un estado de finalización donde 
no se originan más radicales. Las moléculas finales son toxicas y alteran las 
funciones de enzimas que contengan grupos Thiol (Silva, 2006). Los anteriores 
productos pueden modificar la función de las proteínas con el daño de los enlaces 
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en dos residuos de Tirosina, afectando procesos de fosforilación de proteínas y 
procesos como la capacitación, reacción acrosómica y activación de la motilidad 
(Silva, 2006; Ball et al, 2008) 
 
Figura 1-5 Desarrollo de la peroxidación lipídica a nivel del espermatozoide 
mamífero.  
 
En la peroxidación lipídica, la fase de iniciación (1) se extrae un hidrogeno proveniente de un grupo metileno 
de los ácidos grasos poliinsaturados. La pérdida del hidrogeno implica que el radical carbón sea estabilizado 
mediante la formación de conjugados de puentes dienos (2), estos enlaces carbonos probablemente 
reaccionan con O2 para formar un radical peroxil. Este radical peroxil genera la extracción de otro Hidrogeno 
de otro grupo metileno adyacente (3). Otra opción es que el radical puede atacar otro doble enlace de la misma 
cadena (4). (5) Los productos finales de este proceso son el 4-hidroxinonenal (4HNE) y malondialdehido (MDA). 
  
Se ha demostrado que el 40% de los hombres con infertilidad tienen mayor 
producción de MDA3 (Malondialdehido) en comparación a aquellos que tienen 
parámetros de calidad seminal normal (Lewis et al, 1997). Con respecto a la 
peroxidación lipídica en semen de humanos, en un estudio que se desarrolló en 
Irán por Tavilani et al (2008), se midió la formación MDA la cual se observó 
significativamente más alta en hombres que padecían de astenozoospermia (Baja 
Motilidad) comparada con aquellas muestras de hombres que tenían 
características normales en el eyaculado (Tabla 1-7). Adicional, se observó que no 
                                               
 
3 MDA: El malondialdehido es un producto estable que se forma como resultado de la peroxidación de 
los lípidos de la membrana cuando esta se encuentra bajo estrés oxidativo. La formación de este 
producto está relacionada a la peroxidación lipídica (LPO). 
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hubo cambios significativos en la actividad de las enzimas antioxidantes entre los 
grupos evaluados, por lo tanto la disminución de la motilidad está relacionada a 
una alta producción de MDA.  
 
Tabla 1-7  Parámetros de calidad y actividad antioxidante en hombres con 
normozoospermia y astenozoospermia. Adaptado de Tavilani et al (2008) 
Parámetro  Normal Baja Motilidad 
Volumen (ml) 3,68 ± 0,34 3,45 ±0,22 
Motilidad (%) 58,7 ± 2,9 27,5 ± 2,0* 
Actividad GPx (mU/ml) 352 ± 58 366 ± 33 
Actividad SOD (U/ml) 6,9 ± 0,66 7,8 ± 0,64 
MDA 0,09 ± 0,0004 0,14 ± 0,004* 
* Señalan que se presentaron diferencias estadísticas con un alfa de 0,05 
Dentro de las evaluaciones de rutina, no es frecuente encontrar pruebas que 
reflejen el estado el ADN, a pesar de ser considerado como un marcador importante 
para el análisis estándar de calidad seminal. El daño en el ADN puede ser 
provocado por inicios de la apoptosis, defectos en la condensación durante la 
espermatogénesis y por estrés oxidativo. La evaluación del estado Redox en 
plasma seminal equino ha permitido también, identificar que un bajo contenido en 
la capacidad antioxidante total (TAC) en el plasma seminal está relacionado con un 
alto grado en la descondensación del ADN, al igual que a pobres parámetros de 
calidad seminal (Wnuk et al, 2010).  En el estudio realizado por Wnuk et al, en el 
cual se incluyó 23 machos de la raza árabe, se observó que todos presentaban 
parámetros de calidad seminal normal, pero cuando se revisó en mayor detalle el 
estado del ADN y la TAC, se encontró que existía una correlación (r=-0,7669) 
inversa y alta entre estos dos parámetros (Figura 1-7). El estudio de Wnuk concluyó 
que los métodos tradicionales son variables y subjetivos y pueden incrementar la 
incertidumbre ante el diagnóstico clínico de la fertilidad, además se observó que 
las enzimas antioxidantes, y componentes de bajo peso molecular pueden proteger 
el eyaculado contra el estrés oxidativos (Wnuk et al, 2010).   
 




Figura 1-6 Correlación entre el daño del ADN y la capacidad antioxidante 
total (TAC) en caballos de la raza Árabe (Tomado de Wnuk et al, 2010) 
 
En relación a las enzimas antioxidantes, en el estudio realizado por Sreejith et al 
(2006), se observó cómo existe una correlación positiva con las enzimas y sustratos 
antioxidantes (SOD, GPx y G6PD) con la viabilidad y motilidad de las células 
espermáticas (Motilidad/SOD 0,93 y 0,97; Motilidad/GPx 0,98 y 0,98; Motilidad 
/G6PD 0,97 y 0,81; Viabilidad/SOD 0,94 y 0,89; Viabilidad/GPx 0,98 y 0,98; 
Viabilidad/G6PD 0,97 y 0,82) para bovinos y bufalinos respectivamente. Lo anterior 
también ha sido reportado en otras especies como el humano, y se comprobó como 
la adición de estas enzimas en los medios de criopreservación para ovinos 
mantiene la motilidad del espermatozoide.   
Los componentes antioxidantes del plasma seminal presentan cambios marcados 
en su actividad, los cuales están relacionadas con las condiciones estacionales de 
países templados como los que se encuentran en el hemisferio norte del mundo. 
En el estudio adelantado en la raza Rasa Aragonesa, Martí et al (2007), se 
determinó los cambios en la composición de las enzimas antioxidantes a través del 
año y su relación con la estacionalidad reproductiva (Tabla 1-8).   
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Reportaron un alto contenido de proteínas totales del plasma seminal ovino en la 
estación reproductiva comparado con la estación no reproductiva, pero por otro 
lado, se presentó mayor actividad antioxidante (GR, GPx, SOD y CAT) durante la 
estación no reproductiva (Martí et al, 2007). Lo anterior se relacionó a una mayor 
protección antioxidante cuando las condiciones reproductivas no son óptimas. 
Adicional, se comprobó la participación de las enzimas antioxidantes en la 
protección térmica y funciones decapacitantes permitiendo mantener apropiada 
calidad seminal (Martí et al, 2007).  
 
Tabla 1-8  Cambios en la concentración de proteína total y actividad de las 
enzimas antioxidantes del plasma seminal ovino en estación reproductiva y 
no reproductiva. Adaptado de  Martí et al. (2007), Tomado de 
Theriogenology 67 (2007) 1446–1454  
Proteína Reproductiva No Reproductiva 
Concentración total mg/ml 40,4 ± 1,7 a 30,7 ± 1,6 b 
GR nmol/min mg proteína 3,12 ± 0,31 a 4,14 ± 0,22 b 
GPx nmol/min mg proteína 6,85 ± 0,78 6,91 ± 0,69 
CAT nmol/min mg proteína 8,73 ± 0,77 a 16,70 ± 1,55 b 
SOD nmol/min mg proteína 1,02 ± 0,06 a 1,44 ± 0,08 b 
Como conclusión de los resultados obtenidos (Tabla 1-8), indicaron que se 
presenta una mayor protección antioxidante durante la estación no reproductiva 
cuando los valores de motilidad y viabilidad son menores, sugiriendo garantías en 
el potencial fertilizante cuando las condiciones reproductivas no son óptimas, 
permitiendo el uso de los machos para reproducción a lo largo del año (Martí et al, 
2007).  
Con el fin de comprobar a que se debía esta  protección, las fracciones de proteína 
fueron separadas y purificadas por cromatografía de exclusión donde se obtuvo 
que las enzimas GPX y SOD pertenecían a la misma fracción en la que se hallaba 
las proteínas RSVP 14 y 20, anteriormente descritas como proteínas que protegen 
y reparan al espermatozoide del estrés térmico, relacionándose a su papel 
decapacitantes (Martí et al, 2007).  
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 Relación de las enzimas antioxidantes con la calidad 
seminal  
En estudios realizados en humanos, se determinó la acción de la SOD en la 
remoción intra y extracelular del radical Superóxido (O2°), y se demostró que 
previene la peroxidación lipídica de la membrana espermática con la participación 
del sistema antioxidante que incluye las  enzimas CAT, GPx y GR atacando la 
acción del (peróxido de hidrogeno)  H2O2 (Shiva et al, 2011).  Individualmente se 
ha observado que la SOD y las CAT previenen la hiperactivación de la motilidad y 
la capacitación temprana, sin afectar la viabilidad y la motilidad de los 
espermatozoides (Lamirande et al, 1997). 
El estudio realizado en la india por Shiva et al (2011), observó la asociación entre 
los parámetros de calidad seminal y la actividad antioxidantes de un grupo de 
hombres en edad reproductiva clasificados según la concentración espermática 
que presentaba la muestra de semen como: normozoospermicos para quienes 
tenían concentración normal y oligozoospermicos para quienes tenían baja 
concentración. Se observó que el comportamiento de la actividad de las enzimas 
SOD y CAT incrementaba al igual que la concentración espermática, lo cual indica 
que la disminución de estas enzimas puede estar involucrada con anomalías en la 
calidad del semen (Shiva et al, 2011). 
Mediante un análisis de regresión logística, se compararon las diferentes 
patologías seminales con respecto a los hombres que presentan un eyaculado 
normal (Tabla 1-8). En este análisis se concluyó que la peroxidación lipídica, 
medida en formación de MDA, es significativamente mayor en hombres que sufren 
de oligozoospermia comparada con un eyaculado de hombres normales, y que la 
producción de SOD disminuye significativamente en hombres con 
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Tabla 1-9 Análisis de regresión logística para parámetros de calidad seminal 
y patologías de fertilidad en humanos. Adaptado de  Shiva et al, 2011 
Parámetro Baja concentración vs normal Baja motilidad vs normal 
 OR 95% CI p OR 95% CI p 
LPO (nmol/ml) 2,458 1,579 – 3,824 0,001 1,791 1,273 – 2,520 0,001 
PC (nmol/mg proteína) 1,994 1,202 – 3,306 0,008 0,974 0,612 – 1,552 0,913 
SOD (U/L) 0,998 0,996 – 0,999 0,010 0,998 0,996 – 1,000 0,011 
CAT (U/L) 0,890 0,778 – 1,017 0,087 0,965 0,877 – 1,063 0,471 
Thiols (umol/ml) 0,990 0,981 – 1,001 0,057 0,992 0,983 – 1,000 0,064 
Ácido Ascórbico (mg/dL) 1,500 0,846 – 2,659 0,165 1,616 0,965 – 2,705 0,068 
En este estudio, la peroxidación lipídica (LPO) se correlación negativa con 
concentración espermática, motilidad y morfología (-0,356; -0,256; -0,215 
Respectivamente), y la enzima SOD correlación con concentración espermática y 
motilidad (0,199 y 0,287 Respectivamente), pero en ambos casos estas 
correlaciones no fueron altas.  Se concluyó que hay disminución de la 
concentracióny motilidad espermatica cuando hay altos niveles de peroxidación 
lipídica (Shiva et al, 2011). Lo anterior confirma que el desbalance en la producción 
de ROS en el eyaculado podría estar asociado con la reducción del potencial fértil. 
Adicional, estudios en la peroxidación lipídica reflejan su efecto perjudicial en la 
integridad de la membrana (Aitken et al, 2014).  
En relación al análisis de regresión logística, por cada unidad que aumente en 
mmol/ml la peroxidación lipídica (LPO), incrementa en un 79% el riesgo de que se 
presente baja motilidad en la muestra espermática, y para el caso de la enzima 
SOD por cada unidad que aumente la concentración de la enzima SOD va a 
disminuir en un 2% el riesgo de presentar baja motilidad en el eyaculado humano.  
En ovinos, se han realizado estudios que también buscan determinar la relación 
entre los parámetros clásicos de evaluación seminal y la integridad del ADN con 
las enzimas antioxidantes del semen. En el estudio realizado por Kasimanickam et 
al (2006), se implementó una clasificación de la calidad basados en los parámetros 
planteados por la Sociedad Americana de Teriogenología, una evaluación del 
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estado antioxidante del plasma seminal y celular clasificó un grupo de corderos en 
crecimiento en tres categorías (Tabla 1-10).  
Tabla 1-10  Parámetros de calidad seminal y evaluación del estado 
antioxidante de un grupo de 53 ovinos clasificados según su potencial 
reproductivo. Adaptado de  Kasimanickam et al (2006) 
Variable satisfactorio cuestionable insatisfactorio 
Motilidad progresiva % 75a 40b 10c 
Morfología % 83a 42b 14c 
% daño Cromatina 1,01a 1,58b 1,86b 
MDA p (uM/ml) 4,90a 4,44a 7,17b 
MDA c (uM/x109) 4,72a 4,39a 6,44b 
SOD p (uM/ml) 747,9ab 908,1a 401,3b 
SOD c (uM/x109) 146,5 158,4 112,7 
 
La formación de MDA para el grupo de machos con resultado insatisfactorio fue 
significativamente mayor comparado con los obtenidos para satisfactorio y 
cuestionable. Por su parte la actividad de la enzima SOD del plasma seminal fue   
significativamente mayor comparado con los valores obtenidos para insatisfactorio. 
Los daños en la cromatina incrementaron a medida que se disminuya la 
clasificación de la calidad seminal (Kasimanickam et al, 2006). Mediante un modelo 
de regresión se identificó que variables podrían ser incluidas para explicar la 
motilidad progresiva, para las cuales se incluyeron la LPO, la GPx y el % de daño 
de la cromatina. Esto quiere decir que cuando incrementa el % de daño en la 
cromatina y la peroxidación lipídica aumenta el porcentaje de espermatozoides 
inmóviles. Lamirande et al (1997) sugirió para bovinos, que el incremento de los 
niveles de ROS inhibe la motilidad espermática resultado del consumo de ATP 
llevando a la inmovilización de la célula, al disminuir  la fosforilación de las proteínas 
del flagelo. Se concluyó que el estrés oxidativo y los daños en la cromatina estas 
fuertemente correlacionados con los daños en el normal funcionamiento del 
eyaculado, corroborando que el daño oxidativo está estrechamente relacionado a 
la fragmentación del ADN. 
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 Enzimología en la reproducción 
Las  enzimas son proteínas que catalizan reacciones químicas en los seres vivos.  
Los catalizadores son sustancias, que sin consumirse en una reacción, aumentan 
notablemente su velocidad.  No hacen factibles las reacciones imposibles, 
solamente aceleran las que espontáneamente podrían producirse (Lehninger, 
2006).  
Las enzimas son catalizadores específicos y casi siempre actúan sobre un único 
sustrato o sobre un grupo muy reducido de ellos. Poseen un centro activo, o sitio 
de unión, conformado por aminoácidos en contacto directo con el sustrato, y un 
sitio catalítico formado por los aminoácidos implicados directamente en la reacción. 
Sus propiedades derivan de ser proteínas y actuar como catalizadores. Como 
proteínas poseen una conformación más estable que las demás formas en la 
naturaleza, así que un cambio en la conformación implica cambios en la actividad 
catalítica. Una proteína puede cambiar por efecto de la temperatura, pH y presencia 
de cofactores (Lehninger, 2006).  
Formas de expresar la actividad de las enzimas: Lo niveles enzimáticos se 
miden por su actividad catalítica en condiciones controladas. En 1961 se define 
una unidad de medida (Unidad Internacional UI), como la cantidad de enzima que 
cataliza la transformación de 1 µmol (Micromol) de sustrato por minuto en 
condiciones controladas de temperatura, y la actividad específica se expresa en 
unidades de enzima por litro o mililitro de muestra, o en unidades de enzima por 
miligramo de proteína (Lehninger, 2006).  
Reacciones bioquímicas en las enzimas: La reacción química tiene dos 
características de importancia: la posición de equilibrio (estabilidad de la 
concentración de productos y reactivos) y la velocidad de reacción (mecanismo y 
velocidad con que interaccionan las moléculas bajo determinadas condiciones). La 
velocidad de una reacción química puede medirse como la velocidad de formación 
de uno o más productos, o bien la velocidad de utilización de sus reactivos. Ambas 
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variables son directamente proporcionales, así que matemáticamente debe existir 
un valor constante (Lehninger, 2006). 
Cinética de las reaccione enzimáticas: Las leyes de la cinética enzimática están 
basadas en lo descrito por Leonor Michelis en 1913, donde describe el punto 
máximo de saturación de la enzima y el sustrato en un sistema enzimático. 
Basados en dicha ley, la evaluación de las reacciones enzimáticas se observa por 
cambios en la absorbancia del medio en la formación o pérdida de un sustrato 
especifico (Lehninger, 2006)..  
Determinación de la actividad enzimática: Tiene como objetivo indicar el máximo 
potencial catalítico de una enzima y está dado por la velocidad inicial de la reacción. 
Se mide cuantificando la evolución del producto o del sustrato de reacción en el 
tiempo, bajo condiciones óptimas de acción de la enzima (temperatura y pH). Se 
implementan concentraciones saturantes del sustrato en pequeños tiempo de 
medición (Lehninger, 2006). 
Generalmente la actividad se evalúa mediante ensayos espectrofotométricos, por 
tanto necesitamos seguir la evolución de alguno de los elementos que participan 
en la reacción y que deben absorber luz a una determinada longitud de onda. Si el 
producto absorbe luz a una longitud de onda determinada podemos evaluar la 
aparición del producto analizando el incremento en la absorbancia a dicha longitud 
de onda; Si el sustrato absorbe luz a una longitud de onda, entonces podemos 
evaluar la desaparición del sustrato analizando la diminución de la absorbancia a 
dicha longitud de onda. De igual forma podemos evaluar la variación de un cofactor 
o de algún componente de la reacción. Como resultado podemos analizar la 
evolución de la absorbancia a lo largo del tiempo y podremos obtener una 
diferencia de los valores por minuto (A/min).  
Pruebas de Estrés oxidativo: El diagnóstico del estrés oxidativo se puede 
determinar por dos alternativas: 1) medida de la generación de ROS por parte del 
espermatozoide, o 2) medida de cada una de las porciones de proteína que están 
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oxidados a cusa de la presencia de ROS o medida de la concentración de las 
enzimas antioxidantes (GPX, CAT o SOD).  
La capacidad antioxidante total mide toda la capacidad presente en el plasma 
seminal. Esto incluye: enzimas antioxidantes y antioxidantes no enzimáticos como 
el ácido ascórbico y alfa-tocoferol, y otras moléculas. 
 Electroforesis en geles de poliacrilamida como 
herramienta para la identificación de proteínas 
(Estudios Proteómicos) 
Las células espermáticas, como muchos otros compuestos en la naturaleza 
(Fluidos orgánicos, células de diferentes líneas,  secreciones y tejidos), están 
compuestas por proteínas, que pueden ser sujetas de análisis a través de estudios 
proteómicos, facilitando la identificación de cambios cualitativos y cuantitativos en 
las proteínas (Cardozo, 2006).  En la actualidad, la proteómica es aceptada como 
el método más eficaz para el análisis de las proteínas, producto de la expresión 
genica. La razón por la cual los análisis proteómicos resultan útiles es, que en 
contraste con la genómica la cual es relativamente estática e idéntica en muchas 
de las células somáticas de un organismo, la expresión de las proteínas es un 
estado de flujo dinámico constante que responde a estímulos internos y externos, 
de manera que se acerca más al análisis de los procesos celulares. Se ha 
demostrado que una multitud de vías metabólicas y regulatorias, modificaciones 
port-translacionales y complejas interacciones proteína-proteína cumplen 
funciones importantes, como reflejo de la genómica (Plessis et al, 2011). Sin 
embargo, lo anterior hace que su estudio sea más lento y complejo. Profundizar en 
el campo del proteóma especifico de los espermatozoides, el proceso de función 
de las proteínas y su regulación proteolítica, biomarcadores y vías funcionales tales 
como mecanismos que inducen el estrés oxidativo, permitirán obtener mayor 
conocimiento de las funciones fisiológicas de este gameto (Plessis et al, 2011; 
Argawal et al, 2014). Los estudios proteómicos pueden ayudar a identificar 
alteraciones en la expresión de proteínas o modificaciones translacionales que 
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ocurren durante la maduración espermática e involucra la función de proteínas 
(Argawal et al, 2014). 
A la fecha, hay muchas técnicas que son aceptadas y utilizadas en estudios 
proteómicos para investigar el proteoma espermático en relación a las funciones 
de motilidad, fusión y fertilización. El método más común es el SDS-PAGE, 
precursor del 2D-DIGE, o segunda dimensión conocidos como electroforesis 
(Memili et al, 2015). La electroforesis es una herramienta que implementa corriente 
eléctrica con el fin de separar las moléculas según su tamaño y carga. El 
desplazamiento de las moléculas se presenta por atracción hacia la carga opuesta. 
Según el principio de la electroforesis unidimensional en SDS-PAGE (matriz 
polimérica en presencia de un agente desnaturalizante), descrito por Laemmli 
(1970), las moléculas migran de acuerdo a su peso molecular hasta depositarse en 
el tamaño de poro que impida el avance de la molécula.  Los geles de poliacrilamida 
son el resultado de la polimerización del monómero acrilamida y la bis-acrilamida 
(N N´-metil-bis-arilamida) en presencia de persulfato de amonio (APS) y la 
tetrametiletiléndiamina (TEMED). El APS activa al TEMED, el cual a su vez activa 
al monómero de acrilamida para que polimerice. Las cadenas de poliacrilamida son 
entrecruzadas al azar por la bis-acrilamida, formándose así una red de porosidad 
uniforme. Varias modificaciones pueden realizarse para obtener geles con 
características específicas según sea necesario (Restrepo, 2012). 
La electroforésis en geles de poliacrilamida en dos dimensiones (2D- PAGE) es el 
centro de las investigaciones en proteómica dado que es capaz de separar 
simultáneamente gran cantidad de proteínas. La técnica envuelve la separación de 
cientos de proteínas, en primera instancia, por su punto isoeléctrico mediante un 
isoelectroenfoque (IEF). Con el uso de un gradiente de pH, las proteínas se 
separan hasta que alcanzan una posición estacionaria en la cual su carga neta se 
hace cero, punto que se conoce como isoeléctrico. De otro lado, en la segunda 
dimensión las proteínas se separan de acuerdo a su peso molecular relativo, 
haciendo pasar cada proteína por una matriz polimérica que constituye la base de 
la separación dado que las moléculas con mayor peso molecular tendrán mayor 
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dificultad para atravesar la matriz de poliacrilamida (Rueda, 2011). En combinación 
con tinciones y software, la técnica logra tener precisión y un rápido procesamiento 
de las imágenes (Memili et al, 2015). El uso de Western Blot e inmunoistoquímica, 
permite detectar la cantidad y localización de proteínas blanco (Memli et al 2015), 
la composición de proteínas se apoya en el uso de técnicas de espectrofotometría 
de masa MALDI-TOF-TOF o MS/MS (Wilkins et al, 1996), y su identificación 
permite alimentar una gran base de datos que gracias a la bioinformática se 
encuentra al servicio de la investigación (Plessi et al, 2011) 
Manejo de la muestra en estudios proteómicos: Para garantizar el éxito y la 
repetibilidad de los resultados, en la preparación de la muestra, las proteínas se 
deben desnaturalizar, desagregar, reducir y solubilizar, con el propósito de alcanzar 
una completa destrucción de las interacciones moleculares, y asegurar que cada 
punto represente un polipéptido individual (Weiss et al, 2004). Las condiciones del 
sustrato deben garantizar la disponibilidad de las proteínas para ser 
desnaturalizadas, y cargadas positiva o negativamente.  
Las proteínas del plasma seminal de mamíferos, han sido evaluadas en SDS-
PAGE durante los últimos 30 años, para correlacionar la presencia, ausencia y 
cambios con la fertilidad (Xu et al, 1994; Brandon et al, 1999; Fan et al, 2006; Leahy 
et al, 2011; Boe-Hansen et al, 2015).  Las proteínas del plasma seminal bovino 
descritas como (BSP A1/A2 15-16 kDa, p.I. 4,7-5,2; A3 y 30 kDa), posee homólogos 
en la mayoría de los mamíferos, con un importante papel en la capacitación, y en 
la salida de colesterol y fosfolípidos de los espermatozoides epididimales. Estas 
proteínas han sido extensamente estudiadas desde su descubrimiento hace 3 
décadas. La única diferencia que se ha demostrado entre las tres proteínas son su 
relativa abundancia en el plasma seminal bovino (aproximadamente 37% - BSP 
A1/A2, comparada a 4-5% - BSP A3 y BSP-30kDa), y algunas de las características 
relacionadas a la estimulación de la salida de fosfolípidos y colesterol (Fan et al, 
2006).  
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Figura 1-7  Identificación de proteínas del plasma seminal relacionadas a la 
morfología normal de eyaculados de toros Cebú de 24 meses tomado de 





En la actualidad se estudia la relación entre todas las proteínas del plasma seminal, 
mirandose como el complejo proteico que lo conforma, descrito por Boe-Hansen et 
al (2015), quien estudio las proteínas del plasma seminal de toros Cebú de 24 
meses, y su relación con la morfología normal en el eyaculado. Adicional a la 
herramienta para la separación de proteínas, implemento técnicas de identificación 
por espectrofotometría de masas (ESI-qTOF).  Se describen 6 puntos de proteína 
(Figura 1-8) que correlacionan positiva y negativamente con la morfología normal 
de toros Cebú de 24 meses de edad (PNS24). Los avances en las técnicas de 
separación e identificación de proteínas permiten hacer estudios más sensibles que 
identifiquen la relación de mayor o menor fertilidad en las diferentes especies.
A) Master bidimensional 
de proteínas del plasma 
seminal generado por el 
programa PDQuest.  
B) Puntos de proteína 
correlacionados positiva 
y negativamente con 
morfología normal y su 
homología con la 









Determinar los cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes del plasma 
seminal y su relación con la calidad espermática en tres tipos raciales ovinos bajo 
condiciones de trópico alto colombiano.  
 Específicos  
 Identificar y comparar las características microscópicas de motilidad, 
morfología, viabilidad, concentración y cinética espermática en eyaculados 
de tres tipos raciales ovinos (Criollo, Romney Marsh y Hampshire) 
 Describir la actividad enzimática de las proteínas antioxidantes Superóxido 
Dismutasa (SOD), Glutatión Peroxidasa (GPx), y Glutatión Reductasa (GR) 
y determinar su relación con las variables de calidad seminal entre los tres 
tipos raciales ovinos 
 Determinar cambios en  la expresión de bandas de proteínas del plasma 
seminal de eyaculados ovinos y su relación con las variables de calidad 
seminal en los tres tipos raciales en evaluación 
 Establecer el efecto y/o relación del índice de Temperatura y Humedad 
(ITH), sobre las variables de calidad seminal, actividad enzimática y 
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2. Capitulo 2: Relación de las variables de calidad 
seminal con la actividad de las enzimas antioxidantes 
y la expresión de proteínas del plasma seminal ovino 
en tres razas bajo condiciones de Trópico Alto 
Colombiano 
 Introducción  
El plasma seminal es un fluido biológico que contiene secreciones provenientes de 
los testículos, epidídimos, próstata, vesículas seminales y ampolla (Domínguez et 
al, 2008), que provee un soporte metabólico como fuente de energía de la célula 
espermática y es modulador de la funcionalidad en términos de motilidad, vitalidad 
y resistencia a daños, manteniendo el espermatozoide en estado decapacitado 
(Yeni et al, 2010; Rodríguez-Martínez et al, 2011; Serrano et al, 2013; Argawal et 
al, 2014; Akalin et al, 2015). Contiene numerosas proteínas, péptidos, RNA, sales, 
azucares, enzimas y hormonas, que cumplen funciones relacionadas al 
mantenimiento de la capacidad fértil del espermatozoide después de la 
eyaculación, donde las proteínas del plasma seminal están asociadas con aspectos 
del potencial reproductivo en la mayoría de las especies (Souza et al, 2012).  De 
su contenido enzimático se reconocen proteínas de acción antioxidante como 
Glutatión Peroxidasa (GPx), Glutation Reductasa (GR), Superóxido Dismutasa 
(SOD) y Catalasa (CAT), que protegen al espermatozoide del estrés oxidativo 
(Argawal et al, 2014).  
En este contexto, el papel de las especies reactivas de oxigeno (ROS) es de 
interés, ya que una pequeña porción de estas, son generadas por el 
espermatozoide mismo, y son requeridas para facilitar el inicio del proceso de 
capacitación y la subsecuente hiperactivación de la motilidad (Aitken et al, 2014; 
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Argawal et al, 2014); el exceso de ROS en el semen puede tener efectos negativos 
en la calidad, disminuyendo la capacidad de fertilizar (Lamirande & Gagnon, 1993; 
Aitken & Curry, 2011; Argawal et al, 2014).  El efecto del ROS está asociado a 
cambios negativos en la concentración, motilidad y morfología espermática en 
caballos, toros, ovinos y humanos (Martí et al, 2007; Ball, 2008; Argawal et al, 2014; 
Gürler et al, 2015). Altas concentraciones de ROS tales como anión superóxido 
(O°2), peróxido de hidrogeno (H2O2) y radical hidroxilo (OH°) en el plasma seminal, 
esta relacionado a la presencia de espermatozoides anormales e inmaduros (Shiva 
et al, 2011) y a factores ambientales indirectos, probablemente relacionados a 
estrés calórico en estaciones no reproductivas (Malama et al, 2013).  
El estrés oxidativo ocurre cuando hay un desbalance entre la formación de ROS y 
la defensa antioxidante propia del semen y causan disminución del potencial fértil 
por daño en la membrana plasmática o directamente en el DNA (Tavilani et al, 
2008; Argawal et al, 2014; Barazani et al, 2014; Salem et al, 2015). Como la 
membrana espermática de los ovinos tiene un alto contenido de ácidos grasos 
poliinsaturados comparado con otras especies tales como conejo, toro o humano, 
es más vulnerable al daño peroxidativo (Evans and Maxwell, 1987; Argawal et al, 
2014). El control de la peroxidación lipídica en el tracto reproductivo es ejercido por 
las moléculas antioxidantes y enzimas espermáticas y del plasma seminal, por lo 
tanto el daño peroxidativo también depende de una falla en el sistema de defensa 
(Tavilani et al, 2008). Se ha demostrado que las enzimas trabajan en sinergia para 
la remoción de los componentes oxidantes (Marti et al, 2003; Shiva et al, 2011; 
Patricio et al, 2016), y se ha comprobado que existe correlación con variables como 
la motilidad (Martí et al, 2003; Gibb et al, 2014).   
Diversos estudios se han enfocado en  la acción de diferentes proteínas del semen 
en su relación a la capacidad fertilizante del espermatozoide mamífero (Rodrigues 
et al, 2013), por cuanto la mayoría de los componentes proteicos son adsorbidos 
por la superficie espermática, manteniendo la estabilidad de la membrana 
plasmática hasta la capacitación en el tracto reproductor de la hembra, donde son 
removidos como pre-requisito para la fertilización (Domínguez et al, 2008). En 
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ovinos, se estudio la adsorción de proteínas específicas del plasma seminal en la 
membrana espermática, que puede revertir el daño causado por el estrés por frio, 
restaurando la calidad, descritas como RSVP 14, RSVP 20 y RSVP 22 (Barrios et 
al, 2000; Cardozo et al, 2008). La protección de esas proteínas está relacionada a 
la actividad antioxidante de dicho grupo de proteínas (Martí et al, 2007). Los 
componentes benéficos del plasma seminal son difíciles de definir debido a la 
complejidad del fluido y a la presencia de factores estimulantes e inhibitorios 
(Muiño-Blanco et al, 2008; Leahy et al, 2010). 
Teniendo en cuenta la labor de los componentes protéicos del plasma seminal 
sobre las funciones espermáticas, se podría asumir que la ausencia, presencia, 
baja o sobre expresión de proteínas y enzimas específicas pueden alterar las 
funciones espermáticas, la calidad y la habilidad fertilizante (Argawal et al, 2014; 
Sharma et al, 2015). Técnicas altamente especializadas como la cinetica 
enzimática y la proteómica permite la caracterización o identificación de estas 
proteínas del semen a un nivel molecular que provee el entendimiento de las vías 
biológicas que cumplen papel en la fertilidad (Plessis et al, 2011), siendo base para 
la identificación de biomarcadores de fertilidad (Argawal et al, 2014; Aslam et al, 
2014; Soleilhavoup et al, 2014). Así, el objetivo de este estudio fue evaluar los 
cambios en la calidad seminal, la variación de la actividad de las enzimas 
antioxidantes y expresión de las proteínas del plasma seminal y su interaccion en 
eyaculados frescos, considerando el efecto de las variables ambientales a través 
del ITH, en el Trópico Alto Colombiano para tres razas ovinas. 
 Materiales y Métodos  
 Ubicación Geográfica y animales 
El Centro de Investigación, Desarrollo Tecnológico y Extensión Ovina-CIDTEO se 
encuentra ubicado en las instalaciones del Centro Agropecuario Marengo CAM- 
Universidad Nacional de Colombia, en el municipio de Mosquera. En términos 
generales, este municipio se ubica en la Provincia de la Sabana de Occidente, en 
el Departamento de Cundinamarca. Presenta una altitud de 2,650 msnm y un rango 
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de temperatura que va desde los -3,6°C a los 22°C, dependiendo de la época. Para 
el ensayo se usaron machos adultos de los tipos raciales Criolla de lana, Hampshire 
y Romney Marsh, con edades entre los 2 y 5 años. Los animales fueron mantenidos 
en condiciones de pastoreo en Kikuyo (Pennisetum clandestinum) y ray-grass 
italiano (L. multiflorum), y suplementados con Concentrado comercial (+/- 150gr/día 
animal), Silo de Maíz (+/- 100 gr/día animal) y Sal mineralizada (+/- 20gr/día 
animal), dieta base para el cubrimiento de sus requerimientos.  
 Selección del Unidades experimentales: 
Se realizó un examen BSE con el apoyo de un médico veterinario para identificar 
el estatus sanitario general del grupo de animales. Lo animales a seleccionar 
debían cumplir con las características fenotípicas definidos para el estándar de 
cada raza y con la ayuda de un experto se definió las características para la raza 
Criolla, Romney Marsh y Hampshire. Como evaluación inicial  se tuvo en cuenta el 
formato de evaluación (Anexo 1) del CIDTEO. Los machos estaban sanos, con una 
condición corporal de 3 a 3.5, y fuera de su periodo de monta. Antes de dar inicio 
al experimento se realizo un acondicionamiento de 2 meses para los machos, 
donde se realizaron colectas una vez a la semana, simulando las condiciones 
experimentales.  
Tabla 2-1  Parámetros de clasificación adaptado de (Kasimanickam et al, 
2006) 
Parámetro  Satisfactorio  Cuestionable Insatisfactorio 
Motilidad*  >30% 10-30% <10% 
Morfología*  >70% 30-70% <30% 
 
Los machos incluidos tenían circunferencia escrotal superior a 34 cm para la raza 
Romney Marsh y Hampshire y para la raza Criolla esta fue superior a 30 cm. La 
evaluación objetiva de la calidad espermática incial permitio aplicar un criterio de 
clasificación del eyaculado como satisfactorio o cuestionable,  basados en algunos 
criterios de “adecuada salud reproductiva” (Breeding Soudness Criteria - BSC) 
adaptado por la sociedad de Teriogenológia (Tabla 4-1), donde todos los machos 
seleccionados presentaron una calificación satisfactoria. 
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 Obtención de la muestra: 
 
Previo a la colecta de semen, se realizó lavado prepucial con solución salina a 
35°C. El semen se colectó usando vagina artificial, según el protocolo desarrollado 
por el CIDTEO (Anexo 2), aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de 
Medicina Veterinaria y de Zootecnia, de la Universidad Nacional de Colombia (CB-
074-2014); se tomaron dos eyaculados sucesivos para cada macho en un tiempo 
de colecta no mayor a 15 minutos. La vagina artificial se preparó a una temperatura 
de 37°C, con conos desechables de colecta acompañados de un tubo aforado de 
vidrio para la valoración del volumen. 
 
Un total de trece machos fueron empleados para el experimento donde fueron 
clasificados según su raza, 4 machos pertenecían a la Raza Criolla, 4 a la Romney 
Marsh y 5 a la Hampshire. Se realizó un procedimiento de colecta semanal por un 
periodo de seis semanas, en el año 2015, durante el mes de septiembre y octubre.  
El primer y segundo eyaculado de cada colecta se agrupo por individuo. 
 Evaluación microscópica de la calidad seminal  
Inmediatamente después de la colecta se evaluó el volumen del eyaculado en 
tubos aforados. El porcentaje motilidad total, motilidad progresiva, la concentración, 
las características morfológicas de la cola (Normalidad, Cola doblada (CT), Cola 
enrollada (BT), Gota citoplasmática proximal (DCP), Gota citoplasmática distal 
(DCD)) y de cinemática espermática (velocidad de trayectoria (VAP); Velocidad 
rectilínea (VSL); Velocidad curvilínea (VCL); Amplitud lateral (ALH), Frecuencia de 
Batido (BFC); Rectitud (STR) y Linealidad (LIN)), se evaluaron en un Sistema 
Computarizado de Análisis Seminal (IVOS; Hamilton Thorne Research, Beverly, 
MA), bajo la configuración OVINO VIADENT 10X NH CM040GE, grabando 31 
fotogramas por segundo según los parámetros de la Tabla 4-2. Una muestra del 
semen fue diluida hasta garantizar una concentración final de 40X106 SPZ/ml, en 
un medio de mantenimiento espermático, conteniendo sacarosa; HEPES, sodio-
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fosfato monobásico 0,5 M y EGTA 100 Mm, y se conservó en incubación a 37°C, 
hasta su evaluación.  
 
Tabla 2-2 Parámetros de configuración del Sistema computarizado para 
OVINO VIADENT 10X NH CM040GE 
PARÁMETROS  VALOR 
Recuento de Fotogramas 31 
Velocidad de captura del fotograma (Hz) 0,6 
STR progresivo (%) 80 
VAP progresivo (um/s) 50 
Tipo de Iluminación  Fluorescente 
Recuento total mínimo  200 
Espermatozoide fluorescente al VIADENT No viable 
Fuente: Parámetros estandarizados por IMV 
 
Se implementó una tinción (VIADENT) de biz-benzimida trihidroclorudo (Hoeschst 
33259, 5ug/ml), para determinar la vitalidad de la muestra, ya que penetra 
únicamente las membranas dañadas y se adhiere al ADN emitiendo fluorescencia. 
Se tomó un total de 50 ul de la dilución previamente realizada (1:75) y se mezcló 
con 50 ul de la solución VIADENT, y se dejó en incubación bajo oscuridad durante 
2 minutos a 37°C, posteriormente se depositaron 3 ul de muestra en las cámaras 
de evaluacion (LEJA), y se procedio a la lectura. 
 
La opción VIADENT usa luz visible (Luz azul de emisión de diodo) para determinar 
el conteo celular y la motilidad, acompañada de la determinación del número de 
células no-viables con luz fluorescente.  
 Separación del plasma seminal (PS) 
Posterior a la evaluación de la calidad seminal, el semen de cada macho se 
centrifugó por separado a 12.000 Xg durante 15 minutos en una micro-centrifuga 
(Hermle) en condiciones de refrigeración. El sobrenadante fue separado para 
realizar una segunda centrifugación bajo las mismas condiciones. El plasma 
seminal recuperado se filtró a través de membranas de 0,22 mm (Millipore), 
adicionando 10% de inhibidor de proteasa (Phenylmethanesulfonyl fluoride-PMSF). 
Las muestras se rotularon y almacenaron a -20ºC hasta su uso. 
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 Cuantificación de proteínas 
La concentración total de proteína en cada muestra se determinó mediante un 
método de valoración basado en el cambio de absorbancia de una solución ácida 
de Coomassie Brillant Blue G250 (contenida en el reactivo de Bradford). Este 
método permite medir la concentración de proteínas totales con el siguiente 
procedimiento:  
 
1. Preparación del reactivo: Se diluye con agua destilada y desionizada a una dilución de 
1:5 el Reactivo Bradford (BioRad), siempre protegido de la luz.  
2. Se realiza la curva patrón, donde a partir de una solución que contiene BSA 1mg/ml, 
se hacen diluciones de la conocidas de proteína desde 0 a 800 de BSA.  
3. Se prepara las muestras, las cuales deben estar previamente descongeladas y 
homogeneizadas.  
4. En una placa para lector de Elisa, la cual contiene 96 pozos, se  prepara la curva patrón, 
depositando 2μl de cada dilución en cada pozo y posteriormente se deposita cada una 
de las muestras a cuantificar respectivamente en los pozos restantes, teniendo en 
cuenta la importancia de realizar una o dos réplicas de las mismas muestras para 
garantizar la veracidad de los resultados. Cuando ya se tiene la curva y las muestras 
en la placa de lectura se deposita dentro de cada pozo 100μl del reactivo previamente 
preparado, notando una coloración azul al contacto con la muestra.  
5. Posteriormente se coloca la placa en el lector de Elisa el cual realiza la lectura de las 
muestras con base en la curva patrón a 620 nm. 
 Ensayo de la actividad antioxidante del PS 
SUPERÓXIDO DISMUTASA (SOD EC 1.15.1.1):  
La actividad enzimática se midió como actividad de inhibición de la oxidación de la 
sal  XTT (3’-(Fenilamino-) Carbonil)-3,4-tetrazolium9-bis (4-metoxy-6-nitro) Ácido 
Benzenosulfonico hidrato) que produce un elemento secundario después de la 
reducción con Anión superóxido generado por el sistema de Xantina – Xantina 
oxidasa (Figura 2-1). La diminución de la absorbancia a 470 nm es proporcional a 
la cantidad de anión superóxido que no fue estabilizado por la enzima. 
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Figura 2-1 Sistema Bioquímico de la SOD 
 
A: Xantina + O2 → Xantina Oxidasa → ácido úrico (Desecho) + O2°- 
B: O2°- + XTT 
C: 2 O2°- + 2 H+ → SOD (Presente en el plasma seminal) → H2O2 + O2 
 
La actividad se determinó por la competencia entre la reacción C y B, la cual es 
medida como una diminución del rango de reacción de la XTT. Mayor 
concentración de SOD resulta en una disminución de la señal emitida. La mezcla 
de la reacción contiene 57,97 mM de buffer fosfato de sodio (7,8 pH); 0,15 mM de 
xantina; 0,15 UI xantina oxidasa, 30 mM de XTT y 10 ul de muestra para completar 
un volumen final de 200 ul. La reacción se inició por la adición de xantina oxidasa, 
y el cambio en la absorbancia de 470 mm se monitoreo durante 30 minutos con 
intervalos de 1 minuto entre lecturas. Una unidad de enzima (IU) es definida como 
la porción de SOD capas de trasnformar 1.0 umol/minuto de O2°/ml de plasma 
seminal. 
 
El ensayo se realizó en placas de 96 pozos, se añadieron 10 ul de casa extracto 




Figura 2-2 Procedimiento y programación para medir la actividad de la 
enzima SOD en Gen 5 
 
El cambio neto se estableció como la diferencia entre el cambio en la absorbancia 
a 470 nm por minuto de la muestra y el cambio de la absorbancia a 470 nm por 
minuto del blanco.  
ΔA470 X FD /  21,6 X V 
En donde, 21,6=εmM para XTT; FD= Factor de dilución de la muestra, y V= 
Volumen en mL de la muestra. 
GLUTATIÓN REDUCTASA (GR, EC. 1.11.1.6):  
La actividad de la enzima glutatión reductasa se midio  por el seguimiento de la 
disminución de la absorbancia a 340 nm debido a la oxidación de la NADPH como 
consecuencia de la reducción de la GSSG (Glutatión oxidado). El ensayo se realizó 
en placas de 96 pozos, se añadieron 6 ul de cada extracto de muestra a cada pozo 
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Figura 2-3 Procedimiento y programación para medir la actividad de la 
enzima GR en Gen 5 
 
 
La mezcla de la reacción contiene 300 mM de buffer fosfato de sodio (7,2 pH); 0,5 
mM de EDTA; 85 uM de NADPH; 0,8 mM de glutatión oxidada (GSSG) y 5 ul de 
plasma seminal para completar un volumen final de 200 ul. El cambio en la 
absorbancia a 340 nm  es monitorizado por 3 minutos. Una unidad puede causar 
la oxidación de 1.0 umol/minuto de NADPH/ ml de plasma seminal. 
 
El cambio neto e estableció como la diferencia entre el cambio en la absorbancia a 
470 nm por minuto de la muestra y el cambio de la absorbancia a 470 nm por minuto 
del blanco.  
ΔA340 X FD / 6,22 X V 
En donde, 6,22=εmM para XTT; FD= Factor de dilución de la muestra, y V= Volumen 
en mL de la muestra. 
GLUTATIÓN PEROXIDASA (EC. 1.11.1.9):   
La actividad se cuantifico basado en la oxidación del glutatión (GSH) a glutatión 
oxidado siguiendo (GSSG) catalizada por la enzima GPx usando como un aceptor 
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de electrones, que luego se acopla para reciclar el GSSG y convertirlo en GSH 
utilizando glutatión reductasa (GR) y NADPH (B-Nicotinamida adenina di nucleótido 
fosfato reducido). La actividad se midió siguiendo el decrecimiento de la 
absorbancia del NADPH a 340 nm usando un programa cinético para determinar 
la tasa de oxidación del NADPH a NADP+, ya que, la GPX es un factor limitante en 
la reacción acoplada. El ensayo se realizó en placas de 96 pozos, se añadieron 6 
ul de casa extracto de muestra a cada pozo designado para evaluar la actividad de 
las muestras. 
 
Figura 2-4 Procedimiento y programación para medir la actividad de la 
enzima GPx en Gen 5 
 
 
La mezcla de la reacción consiste en 300 mM de buffer fosfato de sodio,   pH 7.2; 
0.5 mM EDTA; GR (54 mU); 85 mM NADPH + H+; 2 mM GSH and 1.2 mM t-BuO2H. 
Una unidad causaria la oxidación de 1.0 umol/min de NADPH/ ml de plasma 
seminal en 25 °C a pH 7.5. 
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La actividad de la GPx en las muestras se determinó como la diferencia entre el 
cambio en la absorbancia a 340 nm por minuto de la muestra y el cambio de la 
absorbancia a 340 nm por minuto del blanco así como se muestra en la ecuación. 
ΔA340XFD/6,22XV 
En donde, 6,22=εmM para XTT; FD= Factor de dilución de la muestra, y V= 
Volumen en mL de la muestra. 
 Análisis proteómico mediante electroforesis unidimensional 
Las proteínas se separaron por el procedimiento de electroforesis en una 
dimensión (1D) SDS-PAGE, según el protocolo de Laemmli, 1970)  
Para efectuar la separación de las proteínas, se realizaron geles de 7 x 8 cm, y de 
1,0 mm de grosor. Cada gel se realizó en gradiente de concentración lineal de 
poliacrilamida (8% - 15%). Las soluciones de poliacrilamida se prepararon a partir 
de una solución stock al 30%, en un tampón con Tris-Base 1,38 M, EDTA 
(Ethylenediaminetetraacetic acid) 0.5M y SDS (Dodecyl sulfate de sodium) 10% en 
agua a pH 7.0; la polimerización se realizó con 0.8μl/ml de TEMED (N,N,N',N'- 
Tetramethylethylenediamine) y 17 μl /ml de APS (Persulfato de amonio) al 10%. La 
solución se colocó en un montaje de vidrios, para la formación del gel. A este gel 
se le conoce como el gel separador. Una vez que polimerizó el gel, se realizó sobre 
este, otro gel que se conoce como gel concentrador, el cual se realiza con los 
mismos componentes del anterior, pero varía en el gradiente de poliacrilamida 
empleado, el cual se realiza al 4%, y a pH de 6,8. 
Preparación y cantidad de la muestra a emplear para la 
separación 
Se empleó un total de 35 µg de proteína, los cuales se adicionaron a una solución 
compuesta por 20% glicerol, 5% SDS, 0.125 M Tris-HCI, pH 6.8, 5% 2-
mercaptoetanol, 10 mM EDTA and 0.1% azul de bromofenol. Para determinar el 
peso molecular de las bandas de proteína, se utilizó el marcador de peso molecular 
(Xtra  Precision plus protein Estándar BioRad), cuyo rango de peso es de 10 kDa 
a 250 kDa. La electroforesis se realizó a 180 voltios durante 65 minutos y se usó 
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una solución amortiguadora (solución tampón) de corrida compuesta por Tris 25 
mM, Glicina 192 mM, SDS al 0,1% (pH 8,3).  
 Método de Tinción del Gel. 
Tinción con azul de Comassie  
La tinción del gel se efectuó con azul brillante de Coomassie (1%), diluido en 
metanol: acido acético: agua en relación 4,5: 1: 4,5. Los geles permanecieron en 
solución de tinción durante 1 hora, posteriormente se retiró la solución de tinción, y 
el gel se cubrió con una solución decolorante a base de metanol-ácido acético 
(Flesch & Gadella, 2000) hasta la visualización de las bandas de proteínia (Texeira, 
2009). 
Tinción fluorescente de Oriole 
Para revelar los puntos de proteína los geles fueron extraídos de las cámaras y 
depositados durante 90 minutos en 50 ml de ORIOLE, el cual es una tinción de 
fluorescencia de BioRad. Este método es rápido y de alta sensibilidad.  
 Captura y Análisis de la Imagen. 
Los geles se digitalizaron en un documentador de imágenes (Molecular Imagen Gel 
Doc, BioRad). El análisis de los geles se realizó con el programa QUANTITY-ONE® 
de BioRad. El programa permite detectar, cuantificar y comparar las diferentes 
bandas de proteínas entre un gel y diferentes geles. La calidad de la lectura 
dependerá de la calidad y nitidez de la imagen. El programa modela 
matemáticamente los grupos de proteínas como distribuciones gausianas en tres 
dimensiones y usa los modelos para determinar la máxima absorción. La proteína 
detectada se mide en unidades de densidad óptica y toma el número de pixeles 
conformado en las tres dimensiones. El resultado se expresa en porcentaje relativo 
a la cantidad de proteína depositada. 
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  Cálculo del índice de temperatura humedad (ITH) para 
cada periodo de colecta: 
Cambios en el confort sentido por los animales a razón de las fluctuaciones en los 
factores micro-climáticos fue evaluado según el valor de ITH propuesto por Kelly & 
Bond (1971), reportado por Malama et al (2013). Los factores ambietales 
(Temperatura del aire y Humedad relativa) fueron monitoreados durante 24 horas 
cada día (Tomados por la estación ambiental del IDEAM4 Tibaitatá). Basados en la 
formula propuesta por Finocchiaro et al (2005), se tomó la media de ITH para ser 
calculado teniendo en cuenta un periodo de 8 días de “abstinencia” al cual fueron 
sometidos los animales entre colectas. 
ITH= Tmax-0,55(1-(HRmedia/100) (Tmax-14,4)) 
 
Donde la Tmax es el promedio de temperatura máxima para el periodo de 8 días en °C, 
y la HRmedia es el promedio de la humedad relativa media para el periodo de 8 días 
medida en %. 
 
Rangos de tolerancia:  
<22,2= Ausencia de estrés por calor 
22,2 a <23.3= Moderado estrés por calor 
23,3 <25,6= Estrés severo por calor 
25,6= Estrés extremo por calor 
 
Tabla 2-3  Valores de ITH para los periodos evaluados  







 Análisis estadístico:  
Los resultados se expresaron como medias (±EEM). Las medias fueron probadas 
con un análisis de covarianza (GLM) para determinar si hubo diferencias 
significativas para individuos dentro de raza y entre las razas para las diferentes 
                                               
 
4IDEAM - Instituto de Hidrología, Meteorología y Estudios Ambientales. http://www.ideam.gov.co/  
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variables evaluadas y en el modelo se incluyó el efecto de las variables ambientales 
medidas como ITH. Adicional, se determinó la relación entre las variables de 
calidad seminal, la actividad enzimática y la concentración relativa de las proteínas  
mediante una correlación de Pearson. Se usó el paquete estadístico SAS (2006).  
 
𝜇=Media 
β= Coeficiente de Regresión 
X= Efecto de la covariable (ITH) 
Raza= Efecto de la Raza 
ID(Raza)= Efecto del Individuo dentro de Raza 
ε= Error Experimental 
 Resultados 
 Variables microscópicas de calidad seminal:  
Se presentan diferencias entre individuos dentro de raza (P<0,05)  para las razas 
Romney Marsh y Hampshire en las variables de volumen, concentración, motilidad 
total y progresiva y vitalidad, mientras que en la raza Criolla se presentaron 
diferencias entre individuos dentro de raza para la variables concentración 
(P<0,05). En general, las diferencias entre raza se observan para la raza Romney 
Marsh que presenta menores valores para Motilidad total, Motilidad progresiva y 
Vitalidad, mientras que la raza Criolla y Hampshire no presentan diferencias entre 
si (P>0,05). El volumen, la concentración, motilidad total, motilidad progresiva y 
vitalidad se resumen en la Tabla 2-4.  
La raza Criolla presenta el menor volumen de eyaculado comparada con Romney 
Marsh y Hampshire (1,85 vs. 2,29 y 2,81 ml), pero a su vez tiene mayor 
concentración espermática (2793,99 vs. 2164,21 y 2389,06 SPZX106/ml).  
 
𝑌 = 𝜇 + 𝛽(𝑋 −  Ẍ) + 𝑅𝑎𝑧𝑎 + 𝐼𝐷(𝑅𝐴𝑍𝐴) + 𝜀  
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Tabla 2-4  Media (±EEM) de las variables clásicas de evaluación de la calidad 
espermática obtenidos para las tres razas con las diferencias de individuos 
dentro de raza. 
a,b Diferencias (P<0,05) entre RAZA 
A Difercdencias (P<0,05) entre individuos dentro de RAZA   
B Diferencias (P<0,0001) entre individuos dentro de RAZA 
 Variables de cinemática espermática:  
Las medias y el error estándar medio para las variables de cinemática se resumen 
en la Tabla 2-5. Contrario a las diferencias que se presentan para motilidad, las 
variables de cinemática ALH, STR, VAP y VSL presentan diferencias entre 
individuos dentro de raza (P>0,05), pero no en las tres razas. No se presentan 
diferencias entre razas (P>0,05) para las variables de cinemática, salvo la variable 
ALH, que presenta diferencias (P<0,05) entre razas, donde se observa que la raza 
Romney Marsh es significativamente menor comparada con Criolla y Hampshire 
(7,37 vs. 7,92 y 7,42 µM).  
Tabla 2-5 Media (±EEM) de los parámetros de cinemática espermática 
obtenidos para las tres razas con la diferencia de individuos dentro de raza  
  Criolla  Romney Marsh  Hampshire 
ALH   µM 7,92±0,21aA 7,37±0,20bA 7,42±0,18ab 
BCF Hz 44,35±0,84 45,85±1,03 44,99±0,56 
LIN % 53,50±2,43 54,90±1,20 53,93±1,06 
STR % 87,28±0,67A 85,94±0,65 85,90±0,63A 
VAP µm/s 158,87±4,20 146,80±4,21 149,53±4,54A 
VCL µm/s 248,82±6,42 237,58±7,26 240,08±4,90 
VSL µm/s 141,40±4,19 130,53±4,94 129,45±4,76A 
WOB % 62,98±0,67 62,59±0,95A 62,21±1,01 
a,b Diferencias (P<0,05) entre RAZA 
A Diferencias (P<0,05) entre individuos dentro de RAZA  
VARIABLE CRIOLLA ROMNEY MARSH HAMPSHIRE 
VOLUMEN (ML) 1,85±0,09c 2,29±0,19bB 2,81±0,17aB 
MOT. TOTAL (%) 84,56±1,37a 75,49±2,75bA 85,45±1,55aA 
MOT. PROGRESIVA (%) 66,96±1,88a 53,50±3,14bA 62,69±2,51aB 
CONCENTRACIÓN 
SPZX106/ML  
2.793,99±280,07aB 2.164,21±168,01bA 2.389,06±163,22ab 
VITALIDAD (%) 87,64±1,45a 79,91±2,75bB 87,88±1,47aA 
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La amplitud del movimiento lateral (ALH) se relaciona con la distancia recorrida por 
el espermatozoide (VAP), observándose como a mayor ALH mayor VAP.  
 Efecto del ITH sobre las variables de Calidad Seminal: 
El ITH afecto la concentración espermática en forma inversa, observándose que 
cuando el ITH estaba cerca de 20,7 la concentración espermática estuvo por 
debajo de 2000 SPZX106/ml (Figura 5-1). 
Figura 2-5 Relación entre el ITH y la Concentración espermática  
 
El ITH afecto significativamente las variables de ALH y WOB. Cuando el ITH fue 
superior a 20,7 la amplitud lateral del movimiento (ALH) fue inferior a 7 µM. Por el 
contrario, la influencia del ITH sobre el índice de oscilación (WOB) no es clara. 
 Variables de morfológia de la cola: 
La evaluación de la calidad seminal en el sistema computarizado (IVOS II), permite 
observar de manera objetiva los defectos morfológicos relacionados a la cola en el 
espermatozoide. Los parámetros morfológicos se separan en: Cola Doblada (CT), 
Cola enrollada (BT), Gota citoplasmática proximal (PCD) y distal (DCD). Se observa 
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(P>0,05) entre individuos dentro de raza, pero a su vez se presentan diferencias 
(P<0,05) entre razas. 
La raza Romney Marsh presenta menores valores para morfología normal 
comparado con Criolla y Hampshire (88,34 vs. 93,40 y 94,07%), con un alto 
contenido de gota citoplasmática distal y proximal (4,42 y 4,79 %, respectivamente). 
Tabla 2-6  Media (±EEM) de los parámetros de morfología de la cola 
espermática evaluados por el sistema computarizado IVOS II  
 MORFOLOGIA 
NORMAL (%) 
BT (%) CT (%) PDC (%) DCD (%) 
Criollo 93,40±0,71a 2,20±0,31a 0,34±0,10a 3,71±0,47a 1,31±0,17a 
Romney Marsh 88,34±1,85b 3,35±0,44b 0,53±0,11a,b 4,42±0,71a,b 4,79±1,09b 
Hampshire 94,07±0,85a 1,57±0,17a 0,19±0,04a 2,06±0,30a 1,17±0,19a 
 a,b Diferencias (P<0,05) entre RAZA 
 Concentración de proteínas y actividad de las enzimas 
antioxidantes SOD, GPx y GR: 
La concentración de proteína en el plasma seminal fue diferente (P<0,05)  para 
individuos dentro de raza y para las razas. La raza Criolla presentó la menor 
concentración de proteína comparada con la Romney Marsh y Hampshire (Tabla 
2-7).   
 
Tabla 2-7 Media (±EEM) de la concentración de proteína cuantificada por el 
método de Bradford 
 CRIOLLA ROMNEY MARSH HAMPSHIRE 
CONCENTRACIÓN DE 
PROTEINA MG/ML 
52,43±15,5 cA 54,97±2,19 bA 60,66±2,63  aA 
a,b,c  Diferencias (P<0,05) entre RAZA 
A Diferencias (P<0,05) entre individuos dentro de RAZA  
La actividad de las enzimas antioxidantes no presenta diferencia (P>0,05) entre 
individuos y entre razas (P>0,05). En la Figura 2-6 se presenta la actividad de las 
tres enzimas evaluadas en los diferentes periodos. 
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El ITH no afecto significativamente (P>0,05) la actividad de las enzimas 
antioxidantes, o la concentración de proteína en el plasma seminal de las tres razas 
evaluados.  
Figura 2-6 Actividad de las enzimas SOD, GPx y GR, del plasma seminal 
obtenido a través de las 6 colectas realizadas para las tres razas (media ± 
EEM) n=6.  
 
 Correlación entre las variables de calidad seminal y la 
actividad de las enzimas antioxidantes  
En la Tabla 2-8 se presentan las correlaciones de los parámetros de calidad 
evaluados con la actividad de las enzimas antioxidantes, organizado por raza. En 
el caso de la raza Hampshire, no se presentó correlaciones significativas entre las 
variables de calidad seminal y la actividad de las enzimas antioxidantes.   
La enzima GPx correlaciona positivamente con concentración (R=0,41402) en la 
raza Criolla. La enzima GR correlaciona negativamente con la variable de 
cinemática VAP en la raza Criolla (R= -0,43021) y en la raza Romney Marsh (R= -
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0,51176).  En relación a la morfología, la enzima GR correlaciono positivamente 
con BT (R=0,5387) y CT (R=0,44531) en la raza Romney Marsh. 
Tabla 2-8 Correlación entre la actividad de las enzimas GPx y GR con las 
variables de calidad seminal en la raza Criolla y Romney Marsh 
VARIABLE     
CRIOLLA N R P 
GPX    
VOLUMEN (ML) 24 0,41402 0,0443 
GR    
CONCENTRACIÓN SPZX106/ML 24 -0,41168 0,0456 
ALH (µM) 23 -0,44895 0,0316 
VAP (µM/S) 23 -0,43021 0,0405 
ROMNEY MARSH N R P 
GR    
LIN (%) 23 -0,41929 0,0464 
STR (%) 23 -0,4223 0,0447 
VSL (µM/S) 23 -0,43683 0,0371 
VAP (µM/S) 23 -0,51176 0,0126 
BT (%) 23 0,5387 0,008 
CT (%) 23 0,44531 0,0332 
 Concentración relativa de bandas de proteínas del plasma 
seminal:  
Figura 2-7 Gel electroforético en poliacrilamida 
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Se evaluó  un total de 76 muestras de plasma seminal ovino en mapas 
electroforéticos SDS-PAGE  (Seis periodos de colecta x Trece machos, menos 2 
eyaculados perdidos). El análisis SDS-PAGE evidencio la presencia de 32 bandas 
de proteína (Figura 2-7) con pesos moleculares entre 10 kDa y 334 kDa.  
No se evidencian diferencias (P>0,05) entre individuos dentro de raza para la 
expresión de bandas de proteína, pero si se presentan diferencias (P<0,05) entre 
razas para 4 bandas de proteína de 43 kDa; 25 kDa; 22 kDa; 20 kDa, donde la raza 
Criolla presenta la menor concentración relativa para las 4 proteínas (Figura 2-8). 
La frecuencia de presentación de la mayoría de las bandas fue superior al 70% 
excepto por 4 bandas de 52; 32; 31 y 16 kDa.  
Figura 2-8 Diferencia en la concentración relativa de 4 bandas de proteína 









a,b Diferencias (P<0,05) entre RAZA 
 
El efecto del ambiente se evidencio en las bandas de proteínas de  103; 79; 68; 31; 
27; 24 kDa (Figura 2-9). En el segundo tiempo de colecta, se observó que la banda 
de proteína de 31 kDa estuvo completamente ausente. El comportamiento de la 
concentración relativa de las bandas y las variables ambientales no fue consistente, 
pero en general, la mayoría de las bandas presentaron menor concentración 
relativa cuando el valor de ITH fue superior a 21. 
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Figura 2-9 Diferencia en la concentración relativa de 4 bandas de proteína 
(Promedio ± EEM).   
 
a,b Diferencias (P<0,05) entre RAZA 
 Correlación entre las variables de calidad seminal y las 
bandas de proteínas:  
El efecto de las proteínas sobre las variables de calidad no fue constante entre las 
razas. Las correlaciones se presentan en las Tablas 2-8 a 2-10, donde se presentan 
las correlaciones significativas según las variables de calidad que afectan. La raza 
Criolla y Hampshire presentan mayor número de correlaciones comparada con la 
raza Romney Marsh.  
Tabla 2-9  Correlación (P<0,05) entre la concentración relativa de las bandas 
de proteína y el volumen y la concentración espermática 
RAZA CRIOLLA HAMPSHIRE 
PARÁMETRO P334 P103 P52 P139 P31 
VOLUMEN -0,44 -0,48  0,54  
CONCENTRACIÓN   0,84  -0,76 
Correlación de Pearson (P<0,05) 
Las bandas de 28 kDa y 31 kDa presentan correlación con la mayoría de las 
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considerándose una correlación fuerte. En la raza Criolla, las bandas de mayor 
peso molecular (334, 210, 139, y 103 kDa) presenta correlación negativa con los 
parámetros de calidad seminal, pero en general, la correlación es moderada. 
La raza Romney Marsh presenta correlación significativa con 3 proteínas de 
mediano peso molecular, incluyendo la proteína de 43 kDa, asociada a la presencia 
de gota citoplasmática distal (0,42 P<0,05). Esta banda presenta cambios (P<0,05) 
entre las razas, siendo la raza Romney Marsh la que expresa la menor 
concentración, comparada con Criolla y Hampshire (3,36 vs. 3,66 y 4,17 % de 
concentración relativa). 
Tabla 2-10 Correlación (P<0,05) entre la concentración relativa de las bandas 
de proteína y las variables de motilidad y cinemática espermática  
  MT MP LIN ALH VSL VCL STR WOB 
 
 
   CRIOLLA 
P334   -0,45      
P210   -0,44      
P139 -0,6 -0,61 -0,68      
P103   -0,51      
P79    0,5 0,44    
P34    0,49  0,48   
ROMNEY 
MARSH 




P31 -0,82   -0,84   -0,71 0,64 
P28    0,48     
P20        0,53 
Correlación de Pearson (P<0,05). MT: Motilidad total; MP: Motilidad progresiva 
Tabla 2-11  Correlación (P<0,05) entre la concentración relativa de las 
bandas de proteína y las variables de morfología 
 CRIOLLA  ROMNEY 
MARSH 
HAMPSHIRE 
 P139 P121 P9 P43 P13 P28 P27 P13 P9 
CT     0,60 -0,59 -0,49   
BT 0,63  -0,55       
DCD  0,45        
PCD    0,42    -0,46 0,45 






 Diferencias entre raza sobre las variables de calidad 
seminal: 
Los eyaculados de todos los machos evaluados independiente de la raza, 
cumplieron el criterio de satisfactorio, indicando que todos los animales presentan 
buena calidad del eyaculado.  
 
La motilidad y la vitalidad espermática son importantes para la implementación de 
eyaculados en biotecnologías reproductivas, pero su análisis de forma 
independiente no es válido ya que es posible que se observen espermatozoides 
motiles, pero que a su vez presenten la membrana completamente dañada (Ollero 
et al, 1996). Adicional a la motilidad y vitalidad, otros factores son indispensables 
en la evaluación de la calidad del eyaculado, como el volumen y la concetración 
espermática (Kasimanickam et al, 2006). El eyaculado de los machos Hampshire 
presenta valores superiores para volumen y concentración comparados con la raza 
Romney Marsh y Criolla, pero en el caso específico de los Criollos se observa que 
presentan mayores valores de concentración espermática por el bajo volumen total 
del eyaculado.  
 
En el estudio de Avellaneda et al (2006), donde se realizó un seguimiento al 
desarrollo de la pubertad en ovinos Criollos, Hampshire, y Romney Marsh se 
determinó que el peso y la circunferencia escrotal, fueron más relevantes como 
criterio en la determinación de la pubertad, dada la relación directa de esas 
características morfométricas con la calidad seminal reflejando el desarrollo 
reproductivo de los animales y la capacidad de producción espermática. 
Determinando la relación de la circunferencia escrotal/ masa corporal (SC/BM) de 
los machos evaluados se observa que la eaza criolla presenta mayor valor de 
relación (0,624 vs. 0,463 y 0,502), comparado con las otras dos razas (Lozano, 
2015).  Por otro lado, se podría sugerir que el volumen superior del eyaculado en 
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Hampshire, más que a la concentración se debe al volumen del plasma seminal en 
el eyaculado (Ibrahim et al, 1997).  
 
Se presentan diferencias entre razas para la variable de cinemática ALH, que 
refleja la amplitud del movimiento de la cabeza, siendo superior en la raza Criolla. 
Esta variable es indispensable en el cálculo de  la velocidad (VAP), que representa 
la distancia recorrida progresivamente por el espermatozoide en una trayectoria 
(Mortimer, 2000). Se observa que aunque no se presentan diferencias, la raza 
Criolla tiene mayor valor de ALH, que a su vez influeye en el cálculo de la velocidad 
total, sugiriendo que sus espermatozoides tienen la capacidad de recorrer una 
mayor distancia en su trayectoria en menor tiempo comparado con otras razas, 
bajo las condiciones de evaluación planteadas. Adicional, se observa que la 
enzimas glutatión reductasa (GR), ejerce protección celular en la raza Criolla, ya 
que se observa una correlación moderada negativa (p<0,05) entre esta enzima y 
las variables de concentración, ALH y VAP (Tabla 2-8). En bovinos, se ha 
observado que cierto nivel de oxidación se requiere en las células para que estas 
lleven a cabo procesos como la activación de la motilidad, capacitación y 
fertilización (Sellem et al, 2015), sugiriendo que la actividad antioxidante, de ciertas 
enzimas como la GR, debe disminuir para permitir el despliegue de dichos procesos 
fisiológicos, implicando un posible estrés oxidativo. Como lo sugirió 
Kasimanickham et al (2006), cuando el eyaculado es satisfactorio y se observa una 
asociación negativa entre la calidad seminal y la enzima antioxidante, se sugiere 
protección indicando que la enzima está manteniendo la calidad.   
 
En la raza Romney Marsh, la enzima GR correlaciona negativamente con las 
variables de cinemática LIN (R=-0,41929), STR (R=-0,4223) y VSL (R=-0,43683), 
que hacen referencia al movimiento progresivo de la célula espermática. Es 
probable que no se presente un alto valor de progresividad en esta raza debido a 
la presencia de espermatozoides con cola doblada o torcida, como se observa en 
la Tabla 2-6, por lo tanto, de forma indirecta la enzima GR está afectando la 
progresividad del eyaculado. 
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 Efecto del ITH sobre las variables de  calidad seminal: 
El ITH afecta la concentración espermática, ALH y WOB, donde un ITH superior a 
20,7 refleja disminución en los valores de estas variables. Contrario a lo observado, 
se han descrito estudios donde bajo condiciones ambientales tropicales, las 
variables de calidad se ven levemente afectadas, pero la concentración 
espermática no se ve alterada (Ibrahim et al, 1997; Ismaya & Summers, 2005). En 
este sentido, el daño en el semen y la disminución en la concentración espermática 
esta relacionado a cambios en la temperatura escrotal, correlacionando 
negativamente con la concentración y motilidad (Marai et al, 2007; Malama et al, 
2013). Se requieren más estudios que evalúen el comportamiento de dichas 
variables a través del año, para determinar en condiciones de Trópico Alto 
Colombiano cual es el efecto del ITH sobre la calidad del eyaculado en las tres 
razas estudiadas.  
 Diferencias de la raza sobre la morfología espermática: 
Los machos Romney Marsh presentan menor porcentaje de células normales 
(Tabla 2-6) con un alto contenido de espermatozoides con gota citoplasmática 
distal (DCD)  y proximal (PDC), 4,79 y 4,42% respectivamente, comparado con las 
otras dos razas. Lo anterior probablemente relacionado a estados de inmaduración 
de las células (Belleannée et al, 2010), a las que la acción de las proteínas 
antioxidantes no pueden proteger ya que se encuentran en condiciones anormales 
y no hay adsorción de las enzimas en la membrana (Tavilani et al, 2008; Girouard 
et al, 2009). Adicional, en humanos se ha observado que la generación de radicales 
libres en el eyaculado está asociado con la retención de gota citoplasmática por el 
espermatozoide durante la espermatogénesis; a nivel citoplasmático se presentan 
enzimas como la creatinina kinasa, acido-láctico deshidrogenasa y glucosa 6 
fosfato deshidrogenasa (G6PDH), y su presencia estimula la alta producción de 
nicotidamida adenina di nucleótido fosfato (NADPH) alterando la producción de 
ROS (Aitken et al, 1998). Un mayor número de células inmaduras y dañadas, 
reflejan un alto porcentaje de estrés oxidativo, afectando la motilidad y 
probablemente evidenciando daños a nivel nuclear (Martí et al, 2007).  




La raza Romney Marsh se presenta correlaciones positivas (P<0,05) entre el 
porcentaje de cola torcida (BT) y cola enrollada (CT) con la enzima GR, 
evidenciando que hay una alta actividad de la enzima GR para contrarrestar el 
posible efecto negativo de la oxidación espermática a causa del porcentaje de 
células con problemas de morfología (Kasimanickham et al, 2006) 
 Actividad de las enzimas antioxidantes y su papel en la 
protección celular: 
En este trabajo, se observa que el análisis de la calidad espermática para motilidad, 
morfología y vitalidad indica normalidad en el eyaculado de las tres razas 
(Kasimanickam et al, 2006). Adicional, se observó alta actividad de las enzimas 
antioxidantes sin presentar diferencias (P>0,05) entre las razas. En el estudio 
realizado en humanos se ha comprobado que la actividad de las enzimas 
antioxidantes no elimina por completo la producción de productos de peroxidación 
lipídica como el MDA,  al comparar la actividad antioxidantes de hombres 
normozoospermicos (motilidad normal) y astenozoospermicos (baja motilidad), no 
se observan cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes; por el contrario 
la producción de MDA por parte de las células espermáticas de hombres 
astenozoospermicos es significativamente mayor comparada con hombres 
normozoospermicos (0.14 ± 0.004 vs 0.09 ± 0.004 nmoL/107 SPZ) (Taviliani et al, 
2008). De tal manera, aunque se presenta actividad de las enzimas antioxidantes, 
no se puede descartar la posibilidad de que existan daños en las membranas por 
formación de lípidos peroxidados.  
 
La actividad de las tres enzimas varia en relación a las colectas (Figura 2-5), pero 
la actividad entre razas no presento diferencias estadísticas. En general, la 
actividad de las enzimas antioxidantes evaluadas en las pruebas, hacen parte de 
la porción de enzimas que no han sido utilizadas por las células espermáticas en 
el eyaculado (Kasimanickam et al, 2006). Lo cual podría explicar la diferencias 
obtenidas en el presente estudio y los anteriores realizados en ovinos (Martí et al, 
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2003; Kasimanickam et al, 2006; Martí et al 2007; Casao et al, 2010). En otras 
especies se ha reportado correlación positiva en las enzimas antioxidantes SOD y 
GPx con las variables de calidad seminal (Talivani et al, 2008) e incluso en ovinos 
(Martí et al, 2003), pero en el presente trabajo se observó una correlación negativa 
entre la enzima GR y las variables de calidad seminal en la raza Criolla y Romney 
Marsh, sugiriendo que la acción protectora difiere entre razas dependiendo de la 
forma en la que den uso a estas moléculas.  
 
Kasimanickam et al (2006), observaron en corderos con eyaculados satisfactorios, 
cuestionables e insatisfactorios, que existía una correlación negativa de las 
enzimas SOD y GPx con los parámetros de calidad seminal, sugiriendo diferentes 
formas de evaluar la acción de las enzimas antioxidantes del plasma seminal en la 
protección de las células espermáticas, dependiendo del nivel de actividad, la 
correlación y los valores de calidad seminal (Kasimanickam et al, 2006). Es 
probable que en el caso de la raza Criolla los espermatozoides se encuentren en 
estrés por algún efecto endógeno o exógeno, pero posee los componentes 
adecuados en el plasma seminal para contrarrestar los daños y mantener excelente 
calidad seminal; mientras que en el caso de la raza Romney Marsh, los 
espermatozoides se ven afectados por los mismos factores que inducen estrés 
oxidativo,  pero aunque estén disponible los componentes de protección en el 
plasma, estos no son utilizados por las células y la calidad seminal pueda verse 
disminuida. Lo anterior podría explicar la posible causa de la correlación negativa 
entre la actividad antioxidante de la GR y las variables de cinemática espermática  
(Tabla 2-8 y Figura 2-5).  
 
Por otro lado, la acción de cada enzima puede ser diferente dependiendo de la 
enzima que represente la primera línea de protección a nivel celular (Kasimanickam 
et al, 206). En el estudio realizado por Martí et al (2003), observo que se presenta 
menor variación en la enzima SOD, mientras que la GPx y GR presentaron altas 
variaciones entre individuos.  Es probable que las enzimas que mayor función 
ejercen son aquellas que contrarrestan el efecto del peróxido de hidrogeno, 
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mientras que la enzimas SOD va a tener una constante actividad en la dismutación 
del anión superóxido a peróxido de hidrogeno mientras su producción se mantenga 
constante. Un desbalance que altere las funciones normales de la célula 
incrementara la producción de anión superóxido, alterará la actividad de la enzima 
SOD, y si su capacidad es insuficiente por baja presencia en el plasma, afectará la 
calidad y capacidad fértil del eyaculado.   
 Variación en la concentración de proteína:  
Se presenta mayor concentración de proteína (Tabla 2-7) comparada con la 
obtenida en el estudio realizado por Martí et al (2007), en machos de la raza Rasa 
Aragonesa en condiciones de estación reproductiva (40,4 mg/ml y 43,9 mg/ml en 
primer y segundo eyaculado, respectivamente) (Martí et al, 2007). Es probable que 
dichas diferencias se asocien a la ubicación geográfica y a la total disponibilidad de 
horas luz y oscuridad que influyen en la fisiología de la producción de proteína de 
los ovinos. Una mayor concentración de proteína resulta en una mayor actividad 
de las enzimas antioxidantes.  
Se observó una mayor actividad de las enzimas antioxidantes comparadas con las 
reportadas por Casao et al (2010), para los machos de la raza Rasa Aragonesa en 
estación reproductiva (8,86 mmol/min de SOD; 61,57 nmol/min de GPx; 11,82 
nmol/min de GR). La expresión de la  actividad de las enzimas antioxidantes parece 
ser modulada no solo por el estado oxidativo (Taviliani et al, 2008), sino también 
por otros factores como la presencia de melatonina (Casao et al, 2010). 
 Diferencias entre raza para la concentración relativa de 
bandas de proteína:  
Cuatro proteínas de mediano-bajo peso molecular (43, 25, 22 y 20 kDa) presentan 
diferencia (P<0,05) entre razas, donde la raza Criolla presento la menor 
concentración relativa para las 4 proteinas. En este caso, se observaron diferencias 
significativas entre razas para una proteína de aproximadamente 22 kDa y de 20 
kDa. En el estudio de Rodrigues et al (2013), donde se describe la relación de las 
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proteínas del plasma seminal con la motilidad seminal en ovinos Santa Inés de 
Brasil, se observa un punto de proteína con un peso molecular de 33 kDa (pI de 
4,2), identificado como RSVP-22 (Serrano et al, 2013; Druart et al, 2013). Dicha 
proteína hace parte del grupo de proteínas de unión espermática conocidas como 
BSP's (Binding Sperm Proteins), que se unen a los espermatozoides durante el 
eyaculado y permanece en la membrana hasta que reacciona con el oviducto; es 
de origen glandular, en las vesículas seminales en ovinos Santa Inés (Souza et al, 
2011). Es posible que cumpla funciones como factor decapacitante, con la continua 
remoción de colesterol, y un exceso de esta proteína en la membrana podría 
destabilizarla causando efectos deletéreos en la motilidad (Rodrigues et al, 2013).  
Otra proteína descrita en ovinos como factor decapacitante es la RSVP-20, que 
estabiliza la membrana y se localiza en la mayoría de los dominios celulares 
(Barrios et al, 2005; Cardozo et al, 2008). Se libera una vez es iniciada la 
capacitación contribuyendo en el proceso.  
Es posible que estas proteínas coincidan con las descritas en ovinos como RSVP, 
y cumplan funciones en la estabilización de la membrana. Como son proteínas que 
se adsorben en la membrana, la cantidad que queda en el plasma seminal, es el 
que puede ser cuantificado, por lo tanto, a mayor concentración relativa, menor 
adsorción en la membrana espermática, posiblemente alterando su papel en la 
protección celular. Asumiendo lo anterior, la diferencia en la función de estas 
proteínas entre las razas, se basa en cual deposita más o menos proteína en la 
membrana, cumpliendo su función en la activación de la capacitación, modulación 
de la motilidad y protección a daños térmicos (Barrios et al, 2005; Cardozo et al, 
2006).  
La banda de 25 kDa presenta cambios significativos entre razas, donde la raza 
Romney Marsh tiene la mayor concentración de esta comparada con la Criolla y 
Hampshire (4,25 vs. 3,38 y 3,82 % de concentración relativa, respectivamente). En 
bovinos, se ha descrito una banda de proteína de aproximadamente 25,6 kDa 
relacionada a la proteína glutatión peroxidasa (Muhammad Aslam et al, 2014; Boe-
Hansen et al, 2015). La actividad de las enzimas antioxidantes es esencial para 
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prevenir daños oxidativos. En el presente estudio no se observó diferencia entre 
razas para la actividad de las enzimas antioxidantes como la glutatión peroxidasa, 
pero una posible sobreexpresión de esta proteína podría ser un indicador de daño 
peroxidativo en el eyaculado de Romney Marsh. La glutatión protege contra el 
estrés oxidativo, y tiene mucha importancia en el mantenimiento de la integridad 
del espermatozoide y su consecuente fertilidad, pero hay limitado conocimiento de 
esta enzima como indicador de espermatogénesis normal y morfología en bovinos 
(Boe-Hansen et al, 2015). Una sobre expresión de esta banda de proteína de 25 
kDa (Glutatión) en la raza Romney Marsh, podría indicar que no se unió 
adecuadamente a la membrana espermática y por lo tanto no está ejerciendo 
protección, posiblemente llevando a un estrés oxidativo que no es detectado por 
las evaluaciones de calidad (Kasimanickam et al, 2006), o se sobre expresa como 
indicador de adecuada fertilidad, similar a lo sugerido por Muhammad Aslam et al 
(2014), en bovinos. El comportamiento de la expresión de una enzima o una 
proteína debe ir acompañado de pruebas biológicas que permitan identificar su 
función en las células espermáticas. 
 Efecto del ITH sobre la expresión de proteínas del plasma 
seminal: 
Un total de 32 bandas de proteína fueron identificadas en el plasma seminal de las 
tres razas estudiadas, de las cuales el 37% tuvieron efecto por el ITH. Los 
componentes protéicos tienen un efecto directo sobre la superficie espermática 
(Pérez-Pé et al, 2001), por lo tanto, cambios en la composición y contenido del 
plasma seminal suponen fallas en la calidad. El fotoperiodo influye en la producción 
de hormonas causando fluctuaciones en tamaño testicular, volumen espermático y 
libido entre estaciones; aunque se sugiere que las razas más cercanas al ecuador 
también presentan estacionalidad, hay poca información descrita al respecto 
(Leahy et al, 2010). El efecto del ITH sobre la concentración relativa de las 
proteínas no es muy claro, pero es posible que cambios en la composición o en la 
cantidad total de proteínas en el plasma seminal por efectos ambientales modifique 
la participación de factores inhibitorios en el plasma seminal, como los que 
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posiblemente se observan en las razas estacionales en condiciones no 
reproductivas (Leahy et al, 2010). Si esto es así, los cambios en la concentración 
relativa de las proteínas que correlacionan negativamente con la calidad (bandas 
de proteína de 103; 79; 68; 31; 27 kDa; afectadas por el ITH), tendrían un efecto 
sobre la funcionalidad celular y la calidad del eyaculado.   
Una banda de proteína de 24 kDa fue afectada (P<0,0001) por las variables 
climáticas (ITH), evidenciándose una significativa disminución en la concentración 
relativa cuando el ITH estuvo por encima de 21. En un estudio realizado en la raza 
Criolla Lanada de Brasil, se observó como una banda de proteína de 
aproximadamente 24 kDa afecto negativamente la motilidad y la integridad de 
membrana pos-congelación (Goularte et al, 2014). Por el contario, mejoras en la 
motilidad de semen fresco se vio asociada a la presencia de una banda de 24,5 
kDa en plasma seminal de búfalo (Asadpour et al, 2007), y más reciente se ha 
observado una correlación positiva con la motilidad progresiva e integridad de 
membrana (Sharma et al, 2015). El manejo, el ambiente, la raza o la especie 
pueden modificar las condiciones en las que una proteína actúa. En este caso, no 
se observaron alteraciones en la motilidad, vitalidad o morfología como efecto del 
ITH, pero es probable que aunque no se observó correlación de esta banda con las 
variables de calidad seminal,  la alteración en su concentración puede estar 
ejerciendo cierto efecto en las funciones celulares.  
Por otro lado, se evidencia una banda de proteína de 31 kDa que correlacionó 
negativamente con concentración espermática y motilidad total en eyaculados de 
la raza Hampshire (-0,76 y -0,82, respectivamente). Se observó que a mayor ITH, 
hay mayor concentración de la banda. Efectos deletéreos en la motilidad también 
se han observado con proteínas conocidas como proteínas de unión espermática 
(BSP). La familia de las BSP son proteínas con alta afinidad a la célula  
espermática, descritas en la mayoría de las especies (Manjunath& Therien, 2002; 
Roncoletta et al, 2006; Moura et al, 2007) y tienen una relación positiva o negativa 
con la funcionalidad espermática dependiendo de la concentración y exposición a 
ellas (Lessard et al, 2011). Una de las BSP descrita  de aproximadamente 30 kDa, 
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presenta una asociación cuadrática con la fertilidad, sugiriendo que a mayor 
concentración de esta proteína se presenta una disminución en la motilidad 
espermática (Boe-Hansen et al, 2015). En el estudio realizado por Boe-Hansen et 
al (2015), se observó como la BSP-30 adicional presenta  una influencia negativa 
en la morfología. Por otro lado, en el estudio realizado por Goularte et al (2014), se 
observó que una banda de similar peso molecular (31 kDa) correlacionó 
positivamente con integridad acrosomal pos-congelación, pero no se consideró 
como un posible marcador molecular para criotolerancia ya que el porcentaje de 
presentación de dicha banda fue identificada en pocos eyaculados. Similar a ello, 
en el presente estudio se identificó la banda de 31 kDa en el 48% de los 
eyaculados, y en la colecta 3 estuvo completamente ausente.  
 Correlación de las proteínas del plasma seminal con las 
variables de calidad: 
Un total de 24 correlaciones (P<0,05) se presentan entre las variables de calidad y 
las proteínas del plasma seminal. Las proteínas de alto peso molecular (334; 210; 
139; 121; 103 kDa) afectaron significativamente las funciones espermáticas en la 
raza Criolla. Aparentemente la proteína de 139 kDa en el presente estudio, afecto 
la motilidad total, progresiva y linealidad en esta raza. Es probable que dichos 
efectos sobre la motilidad se deban a una alta relación de esta banda con 
espermatozoides que presentan cola enrollada (0,63 BT). La concentración relativa 
de esta proteína en el eyaculado de la raza Criolla es superior comparada con las 
otras dos razas (3,101 vs. 2,33 y 2,43 % de concentración relativa), aunque no se 
presentaron diferencias significativas entre razas.  
En la raza Romney Marsh se presentaron solo 3 correlaciones significativas con 
las variables de calidad. No es muy clara, pero la información sobre el efecto del 
plasma seminal en la fisiología espermática es contradictoria, donde se han 
reportado efectos positivos o negativos sobre la funcionalidad espermática, 
dependiendo de la especie e incluso dentro de la misma especie (Maxwell et al, 
1999; O’Meara et al, 2007; Leahy et al, 2010; Restrepo-Rubio et al, 2013). En la 
raza Romney, la banda de proteína de 68 kDa correlaciona  positivamente (R=0,62) 
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con la velocidad rectilínea (VSL), que es la distancia que recorre el espermatozoide 
entre el primer y el último punto de una trayectoria y representa el recorrido total en 
una observación (Mortimer, 2000). En el estudio realizado por Rodigues et al 
(2013), se reportó un punto de proteína de 68 kDa, presente en los eyaculados de 
alta motilidad, identificada como una Arilsulfatasa. Es un componente de la cola del 
epidídimo en bovinos (Moura et al, 2010) y se une a la superficie de la cabeza 
espermática, con futura acción en la desintegración de la zona pelúcida (Rodrigues 
et al, 2013). Es probable que esta proteína de 68 kDa esté realizando una función 
sobre las células espermáticas de la raza Romney Marsh, pues la concentración 
relativa de esta proteína en el eyaculado fue superior comparada con las otras dos 
razas (3,96  vs 3,49 y 3,57 % de concentración relativa), pero no se presentan 
diferencias estadísticas entre razas (P>0,05). 
Otra de las proteínas que correlaciona con la calidad seminal en Romney Marsh es 
la banda de aproximadamente 43 kDa que afecto significativamente la presencia 
de gota citoplasmática proximal. En bovinos, se ha descrito una proteína de pesos 
que van desde 41 a 43 kDa, asociada a anormalidades morfológicas y 
espermatozoides con daños en la membrana llamada Clusterina (Boe-Hansen et 
al, 2015). La Clusterina se une a las células, membranas y proteínas hidrofóbicas 
y se ha detectado en la mayoría de las partes del tracto reproductor del macho y 
en el plasma seminal de bovinos (Kelly et al, 2006; Moura et al, 2010). Es la mayor 
glicoproteína del fluido encontrado en la red de testis y tienen las características de 
una proteína acida (Jobim et al, 2005). Su función se asocia a la protección contra 
defectos en el epidídimo para las células, incrementando el número de Clusterina 
cuando hay espermatozoides anormales, sugiriendo su participación con un 
indicador de baja fertilidad (Ibrahim et al, 2001; Zalata et al, 2012; Shojeai Saadi et 
al, 2013). La concentración relativa de la banda de 43 kDa fue significativamente 
mayor en la raza Hampshire, y correlaciono positivamente con la presentación de 
gota citoplasmática distal en Romney Marsh. Es posible que su presencia este 
indicando alteraciones celulares como los que refleja la Clusterina, pero es 
necesario avanzar en la identificación de las proteínas para poder relacionar 
factores que alteran la funciones celular en el eyaculado de las tres razas.  
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Los estudios proteómicos, permiten la identificación de posibles marcadores 
moleculares que se relacionan estadísticamente  con la calidad seminal. En la raza 
Hampshire, se observó una banda de proteína de 28 kDa que correlaciono 
positivamente con ALH (0,48) y negativamente con CT (-0,59). Este tipo de 
asociaciones permite identificar a la proteína como candidata a marcador de 
morfología en eyaculados de la raza Hampshire. Las diferencias en el tipo de 
asociación de una proteína, si es positiva o es negativa, depende de la especie, 
raza y las variables implementadas como punto final de la estadística (Boe-Hansen 
et al, 2012). En bovinos se ha descrito una proteína del plasma seminal como 
marcador de morfología denominada PDJ-1, que presenta un peso molecular de 
25,8 kDa. Dicha proteína correlaciono positivamente con la motilidad en toros 
Brahaman de 24 meses (Boe-Hansen et al, 2012). La familia de las proteínas PDJ-
1 ha sido descrita en células somáticas y se identificó por primera vez en el 
espermatozoide en el año 1999, cuando estudios de toxicidad en el epidídimo 
relacionaron esta proteína con daños morfológicos en el espermatozoide, 
identificándola con un peso molécular de 28 kDa (Klinefelter & Welch, 1999). En 
ovinos Santa Inés y Dorper, se describió la función de esta proteína, denominada 
SP22, ubicada en el segmento ecuatorial y cuello del espermatozoide, 
relacionando su función con la interacción del oocito (Favareto et al, 2010). 
Adicional, se observó que la SP22 correlaciona negativamente con células 
anormales, afirmando su relación con la morfología espermática, y positivamente 
con el porcentaje de membranas intactas en espermatozoides ovinos (Favareto et 
al, 2010). Lo anterior podría sugerir una función para esta banda de proteína de 28 
kDa y su posible relación con la morfología y la motilidad de eyaculados de la raza 
Hampshire.  
Muchas otras interacciones entre proteínas y variables de calidad se presentaron 
en el presente trabajo. Es de notar que la linealidad (LIN) fue afectada por varias 
proteínas de alto peso molecular, pero una descripción completa de la función que 
ejercen muchas de estas proteínas se podría ampliar con análisis bidimensionales 
de las proteínas del plasma seminal. En el estudio de Souza et al (2014), se realizó 
un análisis de los fluidos que componen el tracto reproductivo de ovinos de pelo 
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Santa Inés. La mayoría de las proteínas del plasma, fluidos de la cola del epidídimo 
y de las vesículas seminales, fueron asociadas a proteínas de unión y de actividad 
catalítica. Los componentes mayoritarios del plasma seminal ovino, se representan 
en las RSVP-14 y 22, y en las Bonadhesinas 1 y 2, con pesos moleculares de 14-
15 kDa y 20-22 kDa (Souza et al, 2012). Similares resultados se observan en el 
estudio realizado por Soleilhavoup et al (2014) en ovinos. Estas familias de 
proteínas, son de origen vesicular y presentan similares pesos moleculares y 
homología (Cardozo et al, 2006; Melo et al, 2008; Soleilhavoup et al, 2014) e 
interaccionan con la membrana espermática, cumpliendo funciones en la 
capacitación, reacción acrosómica e interacción con el oolema (Souza et al, 2012). 
Por su parte, las Bonadhesinas hacen parte de las familias de las espermadhesinas 
y median la interacción con carbohidratos, inhibidores de proteasas, fosfolípidos y 
glicoproteínas de la zona pelúcida, estabilizando las reacciones (Melo et al, 2008). 
Similar a esto, en el presente trabajo se estableció que las bandas de proteína P13 
P14, P20, P22 y P24 (con los pesos moleculares aproximadamente de 13; 14; 20; 
22; 24 kDa respectivamente), representan el 39,71% de la intensidad del total de 
proteínas evidenciadas en el presente trabajo (Figura 5-3).  
 Conclusiones y recomendaciones 
Conclusiones 
 Se presentan diferencias entre razas para las variables de calidad seminal 
como Volumen, Motilidad Total, Motilidad Progresiva,  Concentracion 
Espermática, Vitalidad (en términos de  integridad de la membrana), 
Normalidad Morfológica de la Cola y ALH (Amplitud Lateral del Movimiento), 
donde se observa que la raza Hampshire y Criolla son significativas 
comparada con la raza Romney Marsh. 
 La raza Romney Marsh y Hampshire, presentan diferencias significativas 
entre individuos dentro de raza para las variables de calidad seminal, siendo 
más homogéneo el comportamiento de los individuos de la raza Criolla. 
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 La raza Romeney Marsh presenta un alto contenido de espermatozoides 
con gota citoplasmática distal y próximal (9,21 %), en comparación con las 
otras dos razas afectando la normalidad morfológica.  
 Se puede deducir que los espermatozoides de la raza Criolla en términos de 
cinemática, tienen la capacidad de recorrer mayor distancia en menor tiempo 
comparado con las otras razas, debido a las diferencias en los valores de 
ALH.  
 Se evidencia actividad de las enzimas antioxidantes y se observa que no 
existe diferencia en la actividad para las tres razas evaluadas bajo 
condiciones de Trópico Alto Colombiano. 
 La expresión de proteínas del plasma seminal difiere entre raza por cuatro 
proteínas de 43; 25; 22 y 20 kDa. 
 La protección antioxidante y el efecto de las proteínas del plasma sobre las 
variables de calidad seminal difiere entre razas y no es consistente, lo cual 
puede estar probablemente relacionado al mecanismo de acción que cada 
raza implemente para el mantenimiento de las funciones celulares.  
 Se observó el efecto del ITH sobre las variables de concentración, ALH y 
WOB, y sobre la expresión de proteínas que probablemente están 
relacionadas con la protección celular.  
Recomendaciones 
Los estudios a nivel de trópico relacionados al comportamiento y eficiencia 
reproductiva de las razas ovinas criolla e introducidas, requieren mayor continuidad 
para entender  los complejos procesos que determinan la eficiencia reproductiva. 
1. Realizar estudios que mantengan un seguimiento más amplio del efecto 
ambiental sobre las características de calidad seminal y comportamiento 
reproductivo de los tres tipos raciales. 
2. Aprovechando las herramientas objetivas para la evaluación de la calidad, 
se puede estudiar y evaluar el comportamiento de la motilidad en diferentes 
medios de evaluación y fluidos como el plasma seminal o componentes del 
tracto reproductor femenino, que permitan caracterizar el movimiento. 
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3. Evaluar otras anormalidades en la morfología de defectos prmarios y 
secundarios que amplíen la información en las posibles diferencias 
morfológicas entre las razas. 
4. Hacer estudios de funcionalidad con moléculas candidatas, además de la 
secuenciación, para entender el efecto de las proteínas del plasma seminal 
sobre la célula en los mecanismos para la adquisición de la capacidad 
fecundante.
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2. Examen Físico de Macho
Código: COL. 576 - 12
Versión: 1.0





































 Score de Clasificación Racial Machos CIDTEO 
ID Raza Msc EsO CyC Ex Tr Color Pig Lon Prof AL DsM Pr-P Barril CpT SoC Cuar Total 
1-106 Criolla 8 7 7 8 7 8 6 8 6 7 7 7 8 7 6 7 71,2 
1-104 Criolla 7 5 6 5 5 8 9 6 5 6 6 6 7 5 6 6 59,9 
1-105 Criolla 8 7 7 6 7 9 7 8 8 8 8 7 7 7 6 6 72,8 
1-103 Criolla 9 6 6 6 7 9 6 8 7 7 7 8 7 7 6 4 69 
3-105 Hampshire 9 7 7 7 6 9 9 8 7 6 6 6 6 5 6 6 68 
3-101 Hampshire 7 6 7 6 6 7 9 8 7 6 6 4 5 6 7 5 63,5 
3-107 Hampshire 7 7 8 7 7 8 8 7 7 7 8 5 6 6 6 5 68,3 
3-103 Hampshire 8 6 7 7 7 5 8 7 8 6 6 6 8 7 5 4 66,2 
3-104 Hampshire 7 5 5 6 6 7 9 8 8 7 7 7 6 6 5 5 65,4 
2-105 Romney Marsh 8 7 7 8 8 10 9 8 7 8 8 7 8 7 7 5 76,2 
2-108 Romney Marsh 7 7 5 8 7 10 9 8 7 8 7 8 7 7 6 5 72,9 
2-101 Romney Marsh 7 6 5 7 6 10 4 7 6 7 7 6 7 8 6 6 65,7 
2-210 Romney Marsh 9 9 8 9 8 10 10 9 9 9 9 8 9 9 9 8 88,7 
2-211 Romney Marsh 9 9 9 8 9 10 9 9 8 9 9 9 9 9 9 8 88,6 
 
Msc=Masculinidad  EsO= Estructura Osea  CyC= Cabeza-Cuello   Ex= Extremidades 
Tr= Tronco   Pig= Pigementación    Lon=Longitud    Porf=Profundidad 
AL=Ancho de Lomo  DsM=Desarrollo Muscular  Pr-P=Profundidad de Pernil  CpT=Capacidad Toráxica 




 PROTOCOLO PARA LA COLECTA DE SEMEN OVINO 
CON VAGINA ARTIFICIAL  PARA EL CENTRO DE 
INVESTIGACION, DESARROLLO TCNOLOGICO Y 
EXTENCION – CIDTEO  
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OBJETIVO DEL PROCEDIMIENTO: Obtención de un eyaculado con un método que semeja 
la monta natural del macho obteniendo casi las mismas características de un eyaculado  
representativo, higiénico y normal, causando el menor efecto sobre el normal 
comportamiento sexual del macho, y que se ha demostrado que las características del 
eyaculado no son alteradas (Jiménez-Rabadán et al, 2012). 
 
GRADO DE INVASIVIDAD: Según la escala de invasividad el protocolo propuesto posee 
un grado LEVE. 
 
MATERIALES: 
 Vagina artificial para ovinos (Marca IVM) 
 Conos para la colecta higiénicos de silicona 
 Tubos de vidrios aforados 
 Tubos de plástico de 15 ml 
 Cobertores térmicos de la vagina artificial 
 Incubadora a 40°C 
 Baño María a 37°C 
 Churruscos para calentar agua 
 Termos para el agua caliente 




 Embudos plásticos 
 Gradillas 
 Algodón  
 Alcohol 
 Lubricante estéril (carboximetil celulosa)  
 Agua destilada y solución salina 
 Tijeras 
 Jeringas de 60 ml 
 Guantes de examen 
 Formato de colecta 
 Contenedores para la disposición de residuos 
 
 
DESCRIPCIÓN DEL PROCEDIMIENTO 
 
1. Verificación de limpieza y desinfección del 
laboratorio de análisis y procesamiento de material 
seminal. 
2. Preparación del área de colecta (si este es un corral 
se deben eliminar elementos que causen daño a 
los operarios y a los animales. 
3. Si se usa un animal como fantoma, este no debe 
presentar signos de enfermedad, (cojeras, 
evidencia de diarrea, tos, depresión, cc inferior a 
2, membranas mucosas pálidas, fiebre, etc.) 
Debe estar sujeto e inmóvil, evitando que pueda 
incomodar al macho para la colecta. 
4. Preparar  las vaginas artificiales con agua caliente 
aproximadamente a 40°C. Para preservar la 
temperatura y evitar pérdida de tiempo, se 
pueden almacenar en la incubadora a la misma 
temperatura. Adicional a esto y para potencializar 
el tiempo se puede mantener un termo con agua 
hirviendo para regular la temperatura de la vagina a la deseada.  
5. Movilizar los reproductores al área de colecta, con un número no máximo a 4 
reproductores por grupo. 
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6. Realizar un examen de clasificación de la aptitud 
reproductiva con la evaluación física y visual del 
macho. Esta incluye revisión del estado sanitario, 
medición de la circunferencia escrotal, condición 
corporal, revisión del sistema reproductivo. 
7. Para garantizar una adecuada limpieza de la 
muestra se realiza un lavado prepucial con la 
solución salina a temperatura ambiente. Con ayuda 
de una jeringa de 60 ml se aplican 30 ml de la 
solución, se obstruye el orificio precucial para 
mantener la solución en el interior y con la otra 
mano frotara suavemente el pene a través del 
prepucio, para luego dejar salir la solución.  
8. Con la vagina artificial preparada y con la 
temperatura controlada Se permite el ingreso del 
donante y su monta al fantoma. El operario de 
preparación de animales diligencia el formulario de 
colecta de semen. Un operario controla y direcciona 
los movimientos del animal hacia el fantoma. El 
tercer operario maneja la vagina artifical, desvía el 
prepucio del donante hacia la VA, 
teniendo presente que la válvula se 
encuentre dirigida hacia el operario y no 
hacia el animal.  
9. Si el animal realiza más de 3 montas sin 
eyaculación se cambia la VA y se le 
permite al macho descansar y es retirado 
del área de colecta para que este cambie 
de ambiente y pueda volver a ingresar con 
el interés hacia la monta. 
10. Una vez se verifica el golpe de riñón, la 
eyaculación, el donante es sujetado de espaldas a la 
hembra, hasta que se decide el proceder (otra 
colecta o la salida). 
11. La muestra de semen es entregada a un operario del 
laboratorio para su evaluación macroscópica y 
colocación en el baño de maría. 
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La intervención a los animales termina con la obtención de los eyaculados.  
 
POSIBLES COMPLICACIONES Y SOLUCIONES 
Los machos en general aceptan muy bien la técnica, siendo una posible complicación 
que estos no se sientan cómodos para la colecta y no eyaculen. Con el fin de no causar 
estrés en los animales, después de dos intentos consecutivos, este se deja descansar 
uno o dos turnos, y se vuelve a realizar la colecta.  
 
Los machos no presentan dolor ocasionado por el uso de la vagina artificial, pero si es 
del caso estos serán monitorizados para evitar altos niveles de estrés. Se contara con 
el apoyo del médico veterinario del centro para controlar cualquier efecto secundario de 
la colecta. 
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 Anexo 3 Comparación de la calidad seminal entre el 
primer y segundo eyaculado como prueba piloto en 
tres razas ovinas  
Resumen 
La evaluación de la calidad seminal comúnmente se ha basado en el uso de 
parámetros clásicos que tienen muy baja relación con la fertilidad del eyaculado. La 
evaluación de los parámetros de calidad, en función a la cinemática espermática no 
ha sido ampliamente estudiada en las razas ovinas de lana adaptadas a condiciones 
de Trópico Alto Colombiano, como tampoco se ha evaluado la capacidad de 
mantener la calidad espermática a través de colectas consecutivas. El objetivo del 
presente estudio fue evaluar las diferencias en las variables de calidad seminal, 
cinemática espermática y morfología en tres tipos raciales ovinos bajo condiciones 
de trópico alto Colombiano. Se colectó semen de 12 machos de la raza Criollo, 
Romney Marsh y Hampshire de 2 a 5 años de edad, con vagina artificial, con un 
intervalo de 3 días, evaluando por separado el primer y segundo eyaculado de cada 
macho. Se realizo un análisis de varianza (GLM) para determinar si hubo diferencias 
significativas para individuos dentro de raza, entre razas y entre el primer y segundo 
eyaculado para las variables evaluadas de calidad seminal, las variables de 
cinemática, y las variables de morfología. Se presentan diferencias entre razas 
(P<0,05) para el volumen, MM y las variables de cinematica (LIN, STR, VAP, VSL y 
WOB). No hay diferencias (P>0,05) entre razas para motilidad total, motilidad 
progresiva, vitalidad y morfologia. El primer eyaculado presento diferencias 
significativas, siendo mayor para la concentración, volumen, vitalidad y morfología, 
que el segundo eyaculado; en las variables de cinemática se observan diferencias 
sigenificativas, siendo mayor el segundo eyaculado para LIN, STR, VAP, VSL, 
WOB. Es indispensable continuar realizando estudios que permitan revelar la 
relación de estas variables con la fertilidad in vivo de un eyaculado ovino.  
Palabras Claves: Ovino, Espermatozoide, Cinemática, Calidad Seminal 
Abstract 
The evaluation of semen quality has commonly been based on the use of classical 
parameters that have very low relationship with ejaculated fertility. The evaluation of 
the quality parameters, according to the spermatic kinematics has not been widely 
studied in sheep wool breeds adapted to conditions of High Colombian Tropic, in 
addition to assessing the ability to maintain sperm quality through consecutive 
collections. The aim of this study was to evaluate differences in semen quality 
variables, sperm kinematics and morphology in three racial types sheep under 
conditions of High Colombian tropics. Semen from 12 males of the Creole, Romney 
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Marsh and Hampshire, breeds of 2 to 5 years old was collected with artificial vagina 
with an interval of 3 days, evaluating separately the first and second of each male 
ejaculate. An analysis of variance (GLM) was conducted to determine whether there 
were significant differences for individuals within the breed, between breeds and 
between the first and second ejaculated for evaluated variables of seminal quality 
variables kinematics and variables morphology. Differences between breeds (P 
<0.05) for volume, masal motility (MM) and kinematic variables (LIN, STR, VAP, VSL 
and WOB) are presented. No differences (P> 0.05) between races for full motility, 
progressive motility, vitality and morphology. The first ejaculate was significantly 
higher for concentration, volume, vitality and morphology, the second ejaculated; but 
in the second kinematic variables ejaculated was higher (LIN, STR, VAP, VSL, 
WOB). It is essential to continue conducting studies to reveal the relationship of 
these variables with fertility in vivo of a sheep ejaculated 
Key words: Ovine, Spermatozoa, Kinematics, Seminal Quality 
1. Introducción 
La libido de los machos, la capacidad de recuperación entre montas, y el número 
de hembras para servicio en un periodo corto de tiempo, afecta la calidad y/o la 
capacidad de las células espermáticas en los diferentes eyaculados. El reservorio 
epididimal, y el tiempo de tránsito en el epidídimo facilita la maduración espermática 
para adquirir la capacidad fertilizante (Ollero et al, 1996); las diferencias en el tiempo 
de transito epididimal provee un mecanismo de variabilidad en la respuesta a 
diferentes cambios de temperatura, explicando por qué los eyaculados de un mismo 
individuo puede variar en su calidad (Ollero et al, 1996). Otros factores pueden 
afectar el eyaculado como la época del año, la edad, la raza y la frecuencia de 
montas, teniendo un efecto en la calidad seminal (Volumen, concentración, 
motilidad, normalidad, etc.), observando que sucesivas eyaculaciones pueden 
alterar el volumen y la concentración espermática (Yotov et al, 2011). 
Nel-Themaat et al (2006) observó que el segundo eyaculado presenta mayor 
motilidad comparado con el primer eyaculado, colectados con un intervalo inferior 
de 10 minutos en ovinos nativos del Golfo (de Mexico) en Estados Unidos. Similares 
resultados fueron observados por Ollero et al. (1996), donde el segundo eyaculado 
presento mayores valores de viabilidad, medido en términos de integridad de la 
membrana, motilidad individual progresiva, y menores resultados en la integridad 
del acrosoma en ovinos de la raza Rasa Aragonesa en época reproductiva en 
España. Todo lo anterior, relacionado de igual forma al periodo de abstinencia, 
donde 3 días de abstinencia presentó los mayores valores para los parámetros 
evaluados (Ollero et al. 1996). Otros autores reportan el efecto de la frecuencia de 
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colecta sobre los parámetros de calidad seminal en rumiantes (Foote, 2004), pero 
en algunos casos no se reporta el uso específico de algún eyaculado.  
La motilidad es uno de los parámetros más usados en la evaluación de la calidad 
espermática, describiendo el estado energético de los espermatozoides (Palacín et 
al, 2013). Es uno de los aspectos más importantes para que la célula logre la 
fertilización; sin embargo, su evaluación sigue siendo muy subjetiva en las ensayos 
de rutina (Contri et al, 2010). En los últimos años, se ha venido publicando el uso 
de sistemas computarizados para la evaluación de la motilidad espermática y se ha 
realizado un arduo trabajo en la estandarización de las condiciones del sistema en 
ovinos (Ordás et al, 2010; Bravo et al, 2011; Yániz et al, 2011; 2015; Alvarez et al, 
2012; Palacín et al, 2013). La evaluación de los parámetros de calidad, en función 
a la cinemática espermática, no ha sido ampliamente estudiada en las razas ovinas 
de lana adaptadas a condiciones de Trópico Alto Colombiano, como tampoco se ha 
evaluado la capacidad de mantener la calidad espermática a través de colectas 
consecutivas. El objetivo del presente estudio fue evaluar las diferencias en las 
variables de calidad seminal, cinemática espermática y morfología  en tres tipos 
raciales ovinos bajo condiciones de trópico alto Colombiano.  
2. Materiales y Métodos:  
2.1 Ubicación:  
La presente investigación se realizó en las instalaciones del Centro de Investigación, 
Desarrollo Tecnológico y Extensión Ovina- CIDTEO, del Centro Agropecuario 
Marengo de la Universidad Nacional de Colombia –CAM. El CAM encuentra ubicado 
en el departamento de Cundinamarca, Municipio de Mosquera, vía Facatativá, con 
una latitud norte de 4º 42´ y 74º 12´ de longitud oeste. La precipitación promedio es 
de 803,025 mm año, una temperatura promedio de 13,6°C a 2.543 m.s.n.m. y una 
humedad relativa de 81,57%.  
2.2 Unidades Experimentales: 
El semen fue colectado de 12 machos reproductores pertenecientes a 3 estándares 
raciales tipo lana, predominantes en las condiciones de trópico alto colombiano: 4 
Criollos, 4 Romney Marsh, 4 Hampshire, entre los 2 – 5 años, con adecuado estado 
de salud (previamente evaluado, basados en un examen físico y sanitario), 
alimentados con una dieta para garantizar el cubrimiento de los requerimientos 
diarios recomendados: pastoreo con base en Kikuyo (Pennisetum clandestinun; Ray 
Grass (L. multiflorum). adicional; suplementación con silo (+/-100 gr/animal/día); 
concentrado (+/-150 gr/animal/día); sal mineralizada (+/-20 gr/animal/día); y, agua 
a voluntad.  





2.3 Colecta del semen:  
La colecta se realizó usando vagina artificial, según el protocolo desarrollado por el 
CIDTEO, aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria 
y de Zootecnia, de la Universidad Nacional de Colombia (CB-074-2014). Los 
machos fueron colectados individualmente, tomando dos eyaculados consecutivos 
por animal en un tiempo no mayor a 15 minutos, manteniendo por separado el 
primer y el segundo eyaculado de cada macho. Se realizó una colecta cada tercer 
día durante 2 semanas. Antes del inicio del experimento, los machos fueron 
acondicionados a la rutina de colectas bajo las mismas condiciones entre colectas, 
con el objetivo de homogenizar el estado de los animales. 
2.4 Evaluación de las muestras de semen:   
Inmediatamente después de cada colecta se evaluó el primer y el segundo 
eyaculado de cada macho por separado. El volumen se determinó en tubos 
aforados. El porcentaje de vitalidad, motilidad total, motilidad progresiva, la 
concentración, las características morfológicas (Normalidad, Cola doblada (CT), 
Cola enrollada (BT), Gota citoplasmática proximal (DCP), Gota citoplasmática distal 
(DCD)) y de cinemática (velocidad de trayectoria (VAP); Velocidad rectilínea (VSL); 
Velocidad curvilínea (VCL); Amplitud lateral (ALH), Frecuencia de Batido (BFC); 
Rectitud (STR) y Linealidad (LIN)), se evaluaron en un Sistema Computarizado de 
Análisis Seminal (IVOS; Hamilton Thorne Research, Beverly, MA), bajo la 
configuración OVINO VIADENT 10X NH CM040GE grabando 31 fotogramas .  Una 
muestra del semen fue diluida hasta garantizar una concetracion final de  40X106 
SPZ/ml, en un medio de mantenimiento espermático, que contiene sacarosa; 
HEPES, sodio-fosfato monobásico 0,5 M y EGTA 100 Mm, y se conservo en 
incubación a 37°C, hasta su evaluación.  Una alícuota de 3 µl fue cargada en 
cámaras Leja® de láminas de 4 espacios, con una profundidad de 20 µm. Para cada 
muestra, se evaluaron 5 campos alrededor del retículo central de la cámara  
contando un promedio de 340 SPZ5 por muestra a una temperatura de 37°C.  
 
Se implementó una tinción de biz-benzimida trihidroclorudo (Hoeschst 33259, 
5ug/ml), para determinar la vitalidad de la muestra ya que penetra únicamente las 
membranas dañadas. Se tomó un total de 50 ul de la dilución previamente realizada 
                                               
 
5 SPZ: espermatozoides 
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(1:75) y se mezcló con 50 ul de la solución VIADENT (previamente reconstituida), y 
se dejó en incubación bajo oscuridad durante 2 minutos a 37°C. La opción VIADENT 
usa luz visible (Luz azul de emisión de diodo) para determinar el conteo celular y la 
motilidad, acompañada de la determinación del número de células no-viables con 
luz fluorescente. 
 
Tabla 1: Parámetros de cinética espermática evaluados por el sistema 
computarizado IVOS II de Hamilton Thoren. (Tomado de Mortimer S.T, 2000) 
PARÁMETRO UNIDAD DEFINICIÓN 
VELOCIDAD CURVILÍNEA (VCL) µm/s Distancia recorrida por el SPZ a lo largo de su 
trayectoria 
VELOCIDAD RECTILÍNEA (VSL) µm/s Distancia Recorrida por el SPZ desde el primer 
punto hasta el último de su trayectoria 
VELOCIDAD MEDIA (VAP) µm/s Distancia Recorrida por el SPZ durante su 
trayectoria en función del tiempo 
ÍNDICE DE LINEALIDAD (LIN) % Relación porcentual entre VSL y VCL, una medida 
de la dirección  
ÍNDICE DE RECTITUD (STR) % Relación entre VSL y VAP, es una medida de la 
densidad del movimiento 
ÍNDICE DE OSCILACIÓN (WOB) % Relación porcentual de VCL y VAP, mide el 
tambaleo del espermatozoide 
AMPLITUD DEL DESPLAZAMIENTO 
LATERAL DE LA CABEZA (ALH) 
µm Desplazamiento medio efectuado por la cabeza 
FRECUENCIA DE BATIDO DE LA 
COLA (BFC) 
Hz Frecuencia con la cual la trayectoria curvilínea 
atraviesa la lineal en función del tiempo 
 
 
2.5 Análisis estadístico:  
Los resultados se expresan como medias (±EEM). Se realizó un análisis de varianza 
(GLM) SAS, 2016, para determinar si hubo diferencias significativas para individuos 
dentro de raza, entre razas y entre el primer y segundo eyaculado paras las 
variables evaluadas de calidad seminal  (Volumen, Concentración, Motilidad Masal, 
Motilidad Total, Motilidad Progresiva, Morfología, Vitalidad), las variables de 
cinemática (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH Y BCF), y las variables de 
morfología de la cola (BT, CT, DCD y PDC).  
3. Resultados 
3.1 Diferencias en los Parámetros de calidad seminal entre raza y para el 
primer y segundo eyaculado:  
Los valores para Volumen, Concentración espermática, Motilidad Total, Motilidad 
Progresiva, Vitalidad y Morfología espermática del primer y segundo eyaculado, 
para las tres razas se resumen en la Tabla 2. El volumen presenta diferencias entre 
razas, siendo la raza Hampshire la que presenta mayor volumen de eyaculado 
comparada con Criolla y Romney Marsh (1,48 vs. 0,99 y 1,26 ml, respectivamente), 
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quienes no presentan diferencias entre ellas. La motilidad masal (MM) presento 
diferencias entre razas, siendo superior para Criolla y Romney Marsh comparada 
con Hampshire (4,48 y 4,5 vs. 4,43). 
El Volumen y la morfología normal presentan diferencias entre individuos dentro de 
raza (P<0,05), mientras que para las demás variables evaluadas se observa 
homogeneidad entre las características. 
Para el Volumen y la Concentración espermática se observa diferencias (P<0,05) 
entre eyaculados, con mayor volumen y concentración el primer eyaculado 
comparado con el segundo (1,24 vs. 1,00 ml para Volumen; 5.185,33 vs. 3.455,12 
SPZX106/ml para la concentración). Similar a esto, la vitalidad y morfología 
presentan diferencias (P<0,05) entre el primer y segundo eyaculado, siendo 
superior para el primer eyaculado comparado con el segundo (90,97 vs. 87,9 % para 
Vitalidad; 91,04 vs. 87,01 % para Morfología). 
Tabla 2: Media (±EEM) para las variables de calidad seminal de las tres razas 
en el primer y segundo eyaculado 
  CRIOLLA ROMNEY 
MARSH 
HAMPRSHIRE 
VOLUMEN 1 0,99±0,06aB 1,26±0,11aB 1,48±0,088aA 
 2 0,88±0,04b 0,90±0,07b 1,23±0,08b 
CONCENTRACIÓN 1 4.985,23±626,6a 5.670,41±549,22a 4.900,35±522,6a 
SPZX106/ML 2 3.792,28±463,3b 3.502,27±496,98b 3.129,09±372,34b 
MM 1 4,87±0,08A 4,5±0,12A 4,43±0,18B 
 2 4,81±0,1 4,62±0,12 4,6±0,16 
M. TOLTAL 1 77,68±1,99 75,29±2,81 77,9±2,23 
 2 75,45±3,38 76,09±2,75 74,55±2,51 
M. PROGRESIVA 1 63,51±4,17 56,85±2,96 62,2±2,81 
 2 65,01±4,29 63,84±3,27 62,26±2,47 
VITALIDAD 1 92,04±1,43a 88,81±2,0a 92,05±1,55a 
 2 88,74±1,3b 87,70±1,7b 87,62±1,82b 
MORFOLOGÍA 1 92,47±1,12a 89,65±1,46a 90,88±1,34a 
 2 89,15±2,38b 83,69±3,24b 88,66±2,39b 
a,b Diferencias entre el primer y segundo eyaculado 
A,B Diferencias entre razas 
 
3.2 Cinemática Espermática y defectos morfológicos de la cola: 
La definición de cinemática es la variación geométrica en el tiempo de los aspectos 
del movimiento (Drobnis et al, 1988).  Las variables de cinemática se resumen en la 
Tabla 3. 
El ALH representa la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) es 
medida en términos del total de ancho de la trayectoria de la cabeza. Un valor muy 
alto se relacionaría a trayectoria irregulares como las que se observan en 
eyaculados con espermatozoides hiperactivados superando un valor de 7 µm 
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(Mortimer et al, 1998). El promedio de ALH para todas las muestras analizadas fue 
inferior a 7 µm, siendo significativamente superior en el primer eyaculado 
comparado con el segundo eyaculado (5,07 vs. 4,73 µm). Se presentaron 
diferencias entre individuos dentro de raza (P>0,05). 
Tabla 3: Media (±EEM) para las variables de cinemática y anormalidades 
morfológicas de las tres razas 
  EYACULADO 1 EYACULADO 2 RAZA* 
ALH µm 5,07±0,16a 4,73±0,11b NS 
BCF Hz 45,04±6,36 47,41±0,72 NS 
LIN % 58,33±1,4b 65,68±1,26a 0,0069 
STR % 87,91±0,72b 90,78±0,51a 0,0069 
VAP µm/s 107,09±4,72b 126,20±4,71a 0,0027 
VCL µm/s 178,04±15,33 174,69±5,12 NS 
VSL µm/s 95,62±4,57b 117,71±4,83a 0,0018 
WOB % 65,35±1,16b 71,50±1,10a 0,0137 
BT % 2,46±0,30 3,03±0,32 NS 
CT % 0,57±0,08 0,97±0,20 NS 
DCD % 2,43±0,36b 4,85±0,90a 0,0462 
PCD % 3,57±0,44 4,04±0,35 0,0095 
a,b Diferencias entre el primer y segundo eyaculado 
* Diferencias entre razas P-VALOR 
 
BCF hace referencia al número de veces que la cabeza del espermatozoide cambia 
de dirección y está relacionado con el movimiento en ondas del flagelo (Mortimer, 
2000). Se observa que el segundo eyaculado es superior comparado con el primero 
(47,41 vs. 45,04 Hz). 
Las variables de LIN, STR, VAP, VCL, y WOB presentaron diferencias entre razas 
(P<0,05), y entre eyaculados (P<0,05), observando que el segundo eyaculado 
presenta mayores valores comparado con el primero. En términos de cinemática, 
los espermatozoides motiles del segundo eyaculado tiene la capacidad de recorrer 
más distancia que los espermatozoides del primer eyaculado, reflejando mayor 
progresividad en el segundo eyaculado, aunque no se presentan diferencias para 
motilidad progresiva (P>0,05). Se observa un alto porcentaje de células con gota 
citoplasmática proximal (DCD) en el segundo eyaculado comparado con el primero 








4.1 Diferencias en las variables de calidad seminal: 
La concentración espermática y el volumen seminal son dos parámetros 
considerados en la mayoría de los estudios de inseminación artificial, debido a su 
relación con los cambios ambientales que afectan estas variables (Avdatek et al, 
2010; Gundogan et al, 2010). El volumen seminal y la concentración espermática 
disminuyen significativamente entre el primer y segundo eyaculado, similar a lo 
reportado por otros autores en ovinos (Ollero et al, 1998; Nel-Themaat et al, 2006; 
Yotov et al, 2009), considerado como un proceso normal por efecto de la 
eyaculación consecutiva, en relación a la función del reservorio espermático, con 
posible efecto racial como lo describen Stellflug and Berardinelli (2002). Comparado 
con otros rumiantes, el volumen de plasma seminal en relación a la cantidad de 
células es escaso, por lo tanto la importancia de su composición está directamente 
relacionada con el mantenimiento de la calidad y funcionalidad celular durante la 
eyaculación. La concentración puede afectar de forma directa otros parámetros 
como la morfología (Gundogan et al, 2010). La posible razón fisiológica de la 
disminución puede ser el efecto del volumen del plasma y su capacidad endógena 
de eliminar la producción de radicales libres alrededor de cada espermatozoide 
eyaculado, variando entre cada eyaculado (Kommisrud et al, 2002). 
Se observó en términos de motilidad progresiva y motilidad total, que no hubo 
cambios significativos entre eyaculados (P<0,05), siendo mayor la motilidad en el 
primer eyaculado. Lo anterior contradice los resultados publicados por Abadjieva et 
al (2014), quien observo que existe una clara tendencia a presentar mayores valores 
en el segundo eyaculado para motilidad total (P<0,05), teniendo en cuenta la 
estacionalidad reproductiva en machos de la raza Bulgarian Milk. Similares 
resultados observo Ollero et al (1998), quien evaluó la diferencia del primer, 
segundo y tercer eyaculado en estación reproductiva de machos de la raza Rasa 
Aragonesa, siendo superior la motilidad en el segundo eyaculado. Los efectos de 
tener una adecuada motilidad se observan en procesos de criopreservación del 
semen, al presentar mayor motilidad post-descongelación (Nel-Themaat et el, 
2006). Es probable que el comportamiento de la motilidad en el presente estudio se 
deba a las condiciones del medio en el que las razas evaluadas (Criollo, Romney 
Marsh, Hampshire) se encuentran, ya que no se ha reportado estacionalidad 
reproductiva bajo las condiciones anteriormente nombradas para el estudio.  
La vitalidad en términos de integridad de membrana fue significativamente mayor 
en el primer eyaculado comparado con el segundo. Lo anterior contrasta lo 
observado por Ollero et al (1998). Similares resultados se observan para la 
morfología donde hubo diferencias entre eyaculados. 
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4.2 Diferencias en las variables de cinemática y morfología: 
La valoración de los parámetros de cinemática es el reflejo de la capacidad del 
espermatozoide para migrar a través  del tracto genital femenino e interactuar con 
el oocito en la fertilización (Abadjieva et al, 2014); de tal manera, lo observado en la 
cinemática del espermatozoide es una característica que a futuro puede representar 
una herramienta sistemática útil para la predicción de la calidad seminal de un 
eyaculado, ya sea para su implementación en inseminación artificial en fresco, o 
procesos de criopreservación. El conocimiento de los parámetros de cinemática 
espermática para las razas que se encuentran en condiciones de trópico es 
indispensable para identificar los diferentes elementos que pueden explicar su 
adaptabilidad al medio. Los valores de cinemática observados en el presente 
estudio difieren a los reportados por Avadjieva et al (2014), los cuales para la raza 
Bulgarian Milk (Raza sintética) son menores en condiciones de estación 
reproductiva (ALH 4,38 y 4,8; BCF 6,2 y 6,54; LIN 29,32 y 27,92; STR 52,91 y 51,68; 
VAP 58,1 y 66,08; VSL 30,68 y 34,14; VCL 106,22 y 122,54; WOB 55,34 y 54, para 
el primer y segundo eyaculado respectivamente), siendo superiores para el segundo 
eyaculado comparado con el primero.  Otros estudios han evidenciado el efecto de 
la concetración sobre los parámetros de cinemátca. En el estudio realizado por 
Kasimanickam et al (2007), en ovinos de raza (Dorset,  Hampshire, Suffolk y 
Katahdin), observo que a mayor concentración espermática se presentan mejores 
parámetros de cinemática, lo que podría explicar las diferencias observadas entre 
el presente trabajo y el realizado por Avadjieva et al (2014), quienes tenían 
concentraciones espermáticas inferiores a 2500 SPZX106/ml. Kasimanickam et al 
(2007), concluyó que la cantidad de plasma seminal alrededor de cada 
espermatozoide favorece la protección celular manteniendo mayores parámetros de 
calidad. 
Con respecto a los estudios realizados en la raza Rasa Aragonesa, se observa que 
los parámetros de cinemática del presente estudio son mayores para las diferentes 
velocidades (VAP 82,1; VSL 72,6; VCL 101,3) comparadas con lo reportado por 
Palacín et al (2013), quien presenta valores inferiores de motilidad progresiva 
contrario a la obtenida en el presente estudio (35,1% vs. 62,24% %, 
respectivamente).  Los valores de la velocidad (VCL, VSL y VAP) son medidos en 
unidades de distancia (µm/s). El VSL es siempre el valor de velocidad más bajo para 
cualquier espermatozoide y generalmente los valores son muy similares al VAP. En 
el caso en el que la cabeza presenta un movimiento lineal y regular, con muy poco 
movimiento lateral el VAP es similar al VSL. En casos contrarios donde hay mucho 
movimiento lateral, el VAP puede ser mucho más grande, disminuyendo el valor de 
STR del movimiento (Mortimer, 2000) afectando la progresividad. Se podría sugerir 
que a mayor progresividad, mayor distancia recorrida por las células. Por lo tanto, 
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la raza Criolla y la raza Hampshire tienen una alta capacidad o una mayor 
probabilidad de asegurar la fertilidad que la raza Romney Marsh. 
Los parámetros cinemáticos van a cambiar dependiendo del medio en el que se 
encuentren las células espermáticas, como lo observo Mortimer & Maxwell (2004) 
al comparar los parámetros cinemáticos en plasma seminal, medio PBS y medio 
ASP. La variación en el volumen del eyaculado, y disponibilidad de plasma seminal 
puede estar afectando el movimiento celular entre el primer y segundo eyaculado, 
e incluso entre razas.    
Un alto contenido de gota citoplasmática distal o proximal van a afectar la viabilidad 
de eyaculado. Es probable que el incremento en el contenido de gota citoplasmática 
distal del segundo eyaculado, explique la disminución de la vitalidad. El uso de 
técnicas objetivas para el estudio de la calidad del eyaculado ha permitido en 
recientes años, la identificación de marcadas subpoblaciones celulares según sus 
características de motilidad y morfología, el cual es un tema que se ha discutido 
desde hace dos décadas y que se relaciona con la habilidad fecundante (Holt et al, 
1996). No existe una prueba incluida en los análisis de calidad que complete un 
apropiado método de selección, y con la ayuda de algunas pruebas funcionales, 
predicen parcialmente la fertilidad, y revelan más información de las características 
biológicas del eyaculado (Martí et al, 2011). De hecho, las subpoblaciones pueden 
actuar como marcadores de una buena o mala calidad del eyaculado, y la presencia 
de algunas poblaciones ha sido relacionada con la fertilidad (Pérez-Pé et al, 2002; 
Druart et al, 2009).  
5. Conclusiones 
En el presente estudio se observaron diferencias significativas entre el primer y 
segundo eyaculado para la mayoría de los parámetros, adicional se observan 
diferencias entre raza para el volumen y la motilidad masal (MM). 
Se observan diferencias entre raza y eyaculados para las variables de cinemática 
espermática siendo superior el segundo eyaculado, pero presenta un alto contenido 
de gota citoplasmática distal que puede explicar la disminución de la morfología y 
vitalidad en el segundo eyaculado.  
En términos de calidad espermática la selección y uso del primer eyaculado, el 
segundo o una mezcla de ambos son posible para procesos de congelación, 
inseminación artificial cervical o laparoscópica, contrario a lo reportado en otras 
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